® BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



||p| 



® Offenl gungsschrift 
DE 19810 879 A 1 



® 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



198 10 879.6 
13. 3.98 
16. 9.99 



Int. CI. 6 : 

C 12 N 9/12 

C 12 IM 15/54 

C 07 H 21/04 

C 12 N 15/63 

C 12 N 1/00 

C 12 N 5/10 

C 12 P 19/34 

C 12 Q 1/68 

//C12N 15/70<C12N 

1/21X12R 1:19) 



oo 



CO 



(7?) Anmelder: 

Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim, DE; 
Gesellschaftfur Biotechnologische Forschung mbH 
(GBF), 38124 Braunschweig, DE 



@ Erfinder: 

Villbrandt, Britta, Dipl. -Biol. Dr., 38102 
Braunschweig, DE; Schomburg, Dietmar, Prof. Dr., 
50374 Erftstadt, DE; Frey, Bruno, Dipl. -Biol. Dr., 
82377 Penzberg, DE; Sobek, Harald, Dipl.-Biol. Dr., 
82377 Penzberg, DE; Ankenbauer, Waltraud, 
Dipl.-Chem. Dr., 82377 Penzberg, DE 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Polymerasenchimaren 

@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung-sind Polyme- 
rasenchimaren, die aus Aminosaurefragmenten, die Do- 
manen reprasentieren, bestehen und die - im Hinblick auf , ■ 
eine bestimmte Verwendung - vorteilhafte Eigenschaften 
von naturlich vorkommenden Polymerasen in sich verei- 
nen. Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, da& 
die Domanen aus den unterschiedlichen Enzymen in der 
Chimare aktiv sind und ein kooperatives Verhalten zeigen. 

Weiterhin ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein ^ ' 

Verfahren zur Herstellung der erfindungsgema&en Chi- 
maren sowie die Verwendung dieser Chimaren bei der 
Synthese von Nukleinsauren z. B. wahrend der Polymera- 
se- Ketten-Reaktion. Ein weiterer Gegenstand der vorlie- 
genden Erfindung ist ein Kit, der die erfindungsgemafcen 

Polymerasenchimaren enthalt. - 
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Bcschreibung 

Gegcnsland dcr vorlicgendcn Erfindung sind Polymerasenchimaren, die aus Aminosaurcfragmcnlcn, die Donianen re- 
prasenlicrcn, bestehen und die - im Hinblick auf cine bestimmic Verwcndung - vorteiihafle Eigenschaftcn von naturlich 

5 vorkommenden Pol.ymcrasen in sich vercihen. Uberraschendcrweisc konnte gczeigt werden, daR die Domanen aus den 
untcrschiedlichcn Enzymen in der Chimare aktiv sind und cin kooperalivcs Vcrhall.cn zeigen. Weitcrhin isl Gegcnsland 
dcr vorlicgendcn Erfindung cin Vcrfahren zur Herstcllung dcr crfindungsgeniaBcn Chimaren sowie die Verwcndung die- " 
ser Chiniarcn bci dcr Synthcsc von Nuklcinsaurcn z. B. wahrend der Polymerase-kcUen-Reaktion. Bin wcilcrer Ciegcn- 
stand 'dcr vorlicgendcn Hrfindung isl ein Kit, dcr die crhndungsgcrnatSen.Polynicrascnchiinarcn cnthalt. 

10 Nach Brailhwaile, D.K. und Ito, J. (1993) Nucl. Acids Res. 21; 787-802 werden die DNA Polymerascn nach den 
Ubcrcinstimmungcn in ihren Aminosaurcscquenzen in drci llaupt f ami lien mil Unlerklasscn eingctcilt. Eine Zusanmtcn- 
fassung der gc fun denen Motive und konservierten Aniinosauren gcben Joyce, CM. und Stcilz; T.k (1994) Annu. Rev. 
Biocheni. 63; 777-822. Tn Prokaryolen werden hauptsachlich drei Polynierasen unterschicden: Polymerase T, TT und I7L 
Diesc Polynierasen unterscheiden sich unlcreinander bczuglich ihrcr Funktion in dcr Zcllc und bczuglich ihrer Eigcn- 

15 schaften. Die DNA Polymerase I gill als Reparalurcnzym, besitzt haufig sowohl 5-3'- als auch 3 1 -5'-Exonukleascaktivi- 
tat. -Polymerase II scheint die DNA Synthcsc zu erleichlcm, die von einem beschadigten Matrizen Strang ausgeht und be- 
wahrt daher Mutationen. Die Polymerase HI ist das Replikaiionscnzym der Zcllc, sic synthetisiert Nukleolidc mil hohcr 
Geschwindigkeit (ca. 30,000 per Minute) und gilt alsschr prozessiv. Polymerase III besitzt kcinc 5 , -3'-Exonukleaseakti- 
vitat. Andcrc Eigenschaftcn von Polynierasen werden bedingt durch ihrc TTcrkunfl wie z. B. die Thermostability odcr 

20 auch die Prozessivilat. - , . ... 

Je nach Anwendung sind bestimmic Bigenschaften von Polynierasen wunschenswert. Fur die PCR z. B. werden thcr-' 
mostabile, fidele - d. h. Polynierasen mil proofreading-Aktivitat-prozessive und schnellsynlhetisiercndc Polymerascn 
bevorzugt, Bci der'Sequenzierung werden Enzyme bevorzugt, die wenig zwischen Dideoxy- und Deoxy-Nuklcoliden 
diskriminieren. Die Proofrcadin-Aktivitat dcr Polymerascn hingegen, d. h. 3'-5 , -Exbnuklcaseaktivitat ? ist bci der Scqucn- 

25 zicrung nicht wunschenswert. Fur manehe Anwendungen, z. B. PCR, isl es wunschenswert, wenn die Polymerase keinc 
- oder wenig 5'-3 , -Exonuklcaseakti vital (5'-Nukleaseakti vital) aufweist. ... 

.Polynicrascn.kpnncn^ichw in ihrcr Fiihigkcjt RNA als Template zu akzeptieren, d. h. bczuglich 

. ihrcr Reversen Transkriptasen (RT)-Aktivitat. Die RT-Aktivitat kann von dcr Gegenwarl an Mangan- und/odcr Magne- 
sium-Ionen abhangig scin. Oftmals ist es wunschenswert, wenn die RT-Akti vital der Polymerase von Mangan-Ionen un- 

30 abhangig isl, weil die Lesegenauigkeit dcr Polymerase in Gegenwart von Mangan-Ionen sinkt. Polymerascn unterschei- 
den sich weitcrhin in ihrer Prozessivilat, die ebenfalls cine fur vielc Anwendungen wunschenswcrle Eigenschaft dar- 
stellt. . 

• Es besteht daher das Bedurfnis, Polynierasen bczuglich ihrer Eigenschaftcn im Hinblick auf eine bestimmic Anwen- 
dung zu optiniieren. Dies wurde in dcr Vergangenheit oftmals durch das Einfuhren von Mulationen oder durch Deletion 

35 von Fun ktioncn der Polymerascn erreicht. 

.So wurde z. B. das Ausschalten der S'^'-Exonukleaseaktivitat sowohl durch das Einfuhren von Mulationen (Mcrkens, 
L. S. (1995) Biocheni. Biophys. Acta 1264, 243-248) als auch durch Verkurzung erreicht (Jacobsen, H. (1974) Eur. J. 
Biochem. 45, 623-627; Barnes, W. M. ( 1 992) Gene 1 12, 29-35). Die Diskriminierungsfahigkeit dcr Polymerascn gegen- 
uber Dideoxy- und Deoxy-NukieoLiden wurde durch das Einfuhren von Punklrnutalioncn herabgesctzt (Tabor s. und Ri- 

40 chardson, C. C. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 92, 6339-6343). Tabor und Richardson beschreiben die Konstruklion von 
Active- site- Hybri den. 

Die Aufgabe, Polymerascn mil optimicrtcn 'Eigenschafi.cn bereitzustellen, wurde durch die vorliegende Erfindung 
erstmals durch das Herstellen von Polymerasenchimiiren durch den Austausch strukturell und funktioncll voncinandcr 
unabhangigcr Domanen gelost. Als Domahe im Sinnc der vorlicgendcn Erfindung sind Bereiche zu verstehen, die alle 

45 essentiellcn Zentren bzw. alle funklionell wichtigen Aniinosauren e'nthalten; so daB die Domane ihre Funktion im we- ~ 
, sentlichen behalt. Es konnen daher auch nur Teile, d. h. funktionierende Fragmentc von Domanen ausgetauschl werden. 
So konnen diese Domanen im Sinnc der vorlicgendcn Erfindung als funktionelle Aniinosaurefragmcnte bezcichnct wer- 
den. Die Chimare kann daruber hinaus durch Mulationen oder Verkurzungen wciter verandert werden. Falls es vorteil- 
haft erscheint, konnen in die Chimare Mulationen eingefuhrt werden, die ihre Eigenschaftcn im Flinblick auf die jewei- 

50 - lige Anwendung weiter optimicrcn. So konnen beispiclsweise Mulationen eingefuhrt werden, die die Diskriminierungs- 
fahigkeit der Polymerascn gegenuber Dideoxy- und Deoxy-Nukleoliden herabsetzt. Oder es konnen durch die Einfiih- 
rung von Mutationen oder durch Verkurzung erwunschte Eigenschaftcn wie z. B. die Prozessivilat verslarkt oder einge- 
fuhrt werden. Es konnen abcr auch durch die Einfuhrung von Mutationen oder durch Verkurzungen unerwunschle Bigen- 
schaften ausgcschaltet werden, z. B, die 5-Nukleaseakti vital. 

55 Und somil sind Polymerasenchimaren Gegcnsland der vorliegenden Erfindung, die - im Hinblick auf eine bestimmic 
Verwcndung - vorteiihafle Eigenschaftcn von natiirlich vorkommenden Polymerascn in sich vereincn. Die ciiindungs- 
gemaBcn Polymerasenchimaren bestehen aus funktionellen Aminosaurcfragmcnlen unlerschiedlichcr Enzyme, die vor- 
zugsweise Domanen unterschiedlicher Enzyme reprasenticren. Uberraschcnderweise konnte gezeigt werden, daB die 
Domanen aus den unterschiedlichen Enzymen in der Chimare aktiv sind und ein kooperalivcs Verhalten der Domanen 

fif) unlcreinander zei gen. Gegcnsland der vorliegenden Erfindung sind weitcrhin generelle Verfahren zur Herstellung von 
Polymerasenchimaren mil optimierten Eigenschafien. Durch diese erlindungsgemaBen Verfahren werden somil das De- 
sign einer Chimaren aus einer beliebigen Kombinationen von Enzymen moglich, indent Domanen ausgetauschl werden. 
Weitcrhin ist bevorzugt, da6 die Wechsclwirkungen in den Kontaktslellen der Domanen durch verschiedenc Verfahren 
noch weiter aufeinander abgestimnil werden. Dadurch kann beispiclsweise die Thermostabihtat dcr Chimaren erhoht 

65 werden. Ein wcilcrer Gegensiand der Erfindung isi ein Kit zur Synthcsc von Nuklcinsaurcn, der eine erfindungsgema^e 
Chimare enthalt; 

Fur die PCR werden in der Praxis zunehmend thermostabile DNA Polymerascn mil Korrekturlesefunktion eingesetzl. 
Zur Amplifikation langer DNA Molekule hat sich insbesondere das Einsetzen von Mischungen aus Taq Polymerase- und 
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Ihcrmoslabilcr Korrekturlesc-DNA Polymerase (wic Pfu, r l\vo. Vent Polymerase) bewahrt. Es war daher wcitcrhin Ge- 
gcnsland dcr vorliegendcn Erfindung, die hohc Prozessi vital und 'rhermoslabilitat der Taq Polymerase mil der 3'-5'-Exo- 
nuklcascakti vital einer andercn DNA Polymerase in einem Enzym zu vcrcinen. Gcgcnsland dcr vorliegendcn Erfindung 
sind daher insbesondere thermostabile Polymcrasenchimare, die cine Prozessi vital aufweiscn, die mindeslens dcr dcr 
Taq Polymerase cnlsprichl, sowie cine geringen Fchlerrale beini Hi n ban der Nukleotidc in (lie Polymerketie wahrend der 5 
Amplifikation aufweisen (lurch das Vorhandensein einer 3-5 '-Exonukleasc-Aklivilal (Proofrcading-Akti vital). Durch die 
Kombination diescr beiden Eigensehaflcn kann beispiclswcisc cine (Jhiniare gcncricri wcrden, die in der Lage isl, langc 
PGR Produktc zu machen, d. h. Nuklcinsaurcfragmcnle die groBer sind als 2 kb. Die erfindungsgematte Ghimare eignct 
sich eben falls fur die Vervielfaltigung kurzercr Fragmcntc. 

Gcgcnsland der vorliegendcn Erfindung ist daher insbesondere cine Polymcrasenchimare, die zusammcngescizi ist io 
aiis funklionellcn Aminosaurcfragmcnten von zwei untcrschiedlichen Polymerasen, wobei die erste oder die zweile der 
Polynicrascn 3 , -5'-Exonukleaseakti vital aufweisl und die Polymcrasenchiniarc sowohl 5 , -3'-Polymcrascakti vital als auch 
3'-5'-Kxonukleascaklivilat aufweisl, Die Polymerasen konnen naturlich vorkommende oder rekonibinanie Polymerasen 
sein. Die erfindungsgemaBc Polyiiierasenchiniarc kann aus funklionellcn Aminosaurcfragmcnten von zwei oder mehr 
untcrschiedlichen Polymerasen zusammengcsetzi sein. Die erfindungsgemiiBc Polymcrasenchimare kann aus zwei oder 15 
mehreren funklionellcn Aminosaurcfragmcnten der untcrschiedlichen Polymerasen zusammcngesctzt sein. Die Amino- 
saurcsequenz des Eragmcntcs kann der naliirlich vorkommenden Scquenz dcr Polymerase oder einer durch Mulalioncn , 
vcrandcrten Scquenz entsprcchen. 

Die Aminosaurcfragmcnle, aus denen die Polymcrasenchimare zusammcngcsetzt ist, entsprcchen bevorzugtcrweise 
jeweils funktionalen Polymcrasendomanen der erslcn oder zweilen Polymerase. Eine funktionalc Polymcrascndomane 20 
im Sinne dcr vorliegendcn Erfindung ist ein Bcrcich, der alle fiir die Akti vital essenlicllen Aminosaurcn bcinhaltel. 

Bcvorzugt ist wcitcrhin, daB ein Tcil der Aminosaurcfragmente der Poly mcrasenc hi mare n cincm Tcil der Aminosau- 
^ re scquenz dcr Taq- Polymerase entspricht. Die Polymerase, deren 3 , -5'-Exonuklcaseaktivitat aufweisende Domane bzw. 

Aminosaurefragment in die Ghimare eingebaui. wurde, kann beispielswcise eine Pol-I-TVp-Polymcrase oder auch cine 
Pol-II-Typ-Polymcrasc sein. Vertreler dcr Pol-I-Typ-Polymcrase mil 3'-5'-Exonuklcascaktivitat sind z. B. Escherichia 25 
coli Polymerase I (Be. 1), Salmonella Polymerase I, Bacillus Polymerase I, Thennosiphon Polymerase I sowie die Ther- 
matoga ncapolitana Polymerase (Tnc). Vertreler dcr Pol-II-Typ-Polymcrasc mil 3-5'-Exonuklcascaktivilal sind z. B. die 
Pyrroeoccus wocsic Polymerase (l^o), Pyrocoecus furiosus Polymerase (I 5 ! 7 "), Thermococcus liloralis Polymerase (Tli), 
Pyrodictum abyssi. ' " 

Die Taq DNA Polymerase aus Thcrmus aguallcus (Taq Polymerase), die Escherichia coli DNA Polymerase I (E. coli 30 
poll) und die Thermotoga ncapolitana DNA Polymerase (Tnc Polymerase) sind baktcricllc DNA Polymerasen der Fami- 
lie A. Es sind DNA Polymerasen vom polI-Typ, da die verschiedenen cnzymalischen Aklivilatcn in relativ gleicher 
Weise in verschiedenen Domancn lokalisicrl sind wic bei der E. coli poll. Die Pyrocoecus woesi DNA Polymerase (Pwo , 
Polymerase) ist, wie die Thermococcus lilorales DNA Polymerase (Vent™ Polymerase) und die Pyrocoecus furiosus 
DNA Polymerase (Pfu Polymerase), cine archaebaktcricllc DNA Polymerase der Eamilic B. 35 

Die Taq Polymerase ist beschricben von Ghien, A. et al. (1976) J. Bacteriol. 127, 1550-1557, Kaledin, A.S. el al. 
(1980) Biokhimiya 45, 644-651 und Lawyer, EG et al. (1989) J. Biol. Ghem. 264, 6427-6437. Ursprunglich wurde sie 
aus dem thermophilen Eubakterium Thcrmus aquaticus isoliert, spater in E. coli klonicrt. Das Enzym hat ein Molckular- 
gewicht von 94 kDa und isl als Monomer aktiv. Die Taq Polymerase isl geeignet zum Einsatz in der Polymcrascketten- 
reaklion (PCR), da sie eine hohe Thermostability (Halbwcrtszeit von 40Minuten bci 95°CV5 Minutcn bei 100°G) und 40 
eine hoch prozessi ve 5'-3'-DNA-Polymcrase (Polymerisationsrale: 75 Nukleotidc pro Sekundc)*aufwcisl. Nebcn dcr Po- 
lymerascakti vital wurde von Longley et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18, 7317-7322 cine 5'-Nukleaseakti vital nachgewie- 
scn. Das Enzym zcigl kcinc 3 , -5 , -Exonuklcascaktivilat, so daB bcim Einbau der vicr Desoxyribonuklcotidtri phosphate 
zur sukzessiven Vcrlangcrung von Polynukleoidketlen Eehler entstehen, die bei der Genamplifikation storen (Fehlcrrate: 
2 x 10' 4 Eehlcr/Base, Gha, R. S. und Thilly, W. G. (1993) l^GR Methods Applic. 3, 18-29). Die Tertiarstruktur der Taq 45 
Polymerase isl seit 1995 bekannt (Kim et al., 1995, Korolcv el al., 1995). 

Die E. coli poll ist beschricben in Kornberg, A. und Baker, T. A. (1992) DNA Replication, 2. Aufl., Freeman, New 
York, 1 1 3^1 65. Das Enzym hat ein Molekulargcwicht von 1 03 kDa und isl als Monomer aktiv. Die E. coli poll besitzt 5'- 
Nuklease- und 5 ? -3'-DNA-Polymeraseakti vital. ImGegensatz zur Taq Polymerase besitzt sie zusatzlich eine 3-5'-Exonu- 
k lease akti vital als Korrckturlesefunktion. Die E. coli poll und deren Klcnow Fragment (Jacobscm H. ct al. (1974) Eur. J. 50 
Biochem. 45, 623-627) wurden vor dcr Einfuhrung der Taq Polymerase fur die PGR eingesctzt. Aufgrund ihrer geringen 
Thcrmostabilitat sind sie jedoch weniger gut geeignet, da sie jeden Zyklus neu zugesetzt werden miisscn. Die Tertiar- 
struktur des Klcnow Fragmentes der E. coli poll ist seit 1983 bekannt (Brick, P. ct al. (1983) J. Md: Biol. 166, 453-456, 
Ollis, D.L. et al. (1985) Nature 313, 762-766 und Beese, L.S. et al. (1993) Science 260, 352-355). 

Die Tnc Polymerase wurde aus dem thermophilen Eubakterium Thermotoga ncapolitana isoliert und spater in E. coli 55 
klonicrt. Die Aminosaurcsequenz der Tnc Polymerase ist der Thermotoga maritima DNA Polymerase (UlTma™ Poly- 
merase) ahnlich (pcrsonliche Auskunft Dr. B. Prey). Sic weist hohe Thermostability, S'-Nuklcaseaativitat, 3'-5'-Exonu- 
kleaseakli vital und 5'-3'-DNA -Poly mcrascakti vital auf. Ein Nachteil isl die geringerc Polymerisationsrale verglichen mil 
der dcr Taq Polymerase. Die in der Aminosaurcsequenz ahnliche UlTma™ Polymerase wird fur die PGR verwendet, 
wenn hohe Genauigkeit benotigl wird. Von der St.rukt.ur der Tne Polymerase ist bisher nur die Aminosaurcsequenz be- 60 
kannt (Boehringcr Mannheim). Das Enzym ist jedoch homolog zur E. coli poll, so daB, obwohl die Tertiarstruktur nicht 
bekannt ist, die Moglichkeit des Homologiemodelling besteht. 

Die Pfu Polymerase wurde aus dem hypcrlhermophilcn, marincn Archaebakterium Pyrocoecus furiosus isoliert. Sie 
weist hohe Thermostability (95% Aktivitat nach einer Stunde bei 95°G), 3'-5 , -Exonukleaseaklivitat und 5'-3'-DNA-Po- 
lymeraseaaktiviiat auf (Lundberg, K. S. et al. (1991) Gene 198, 1-6). Die Genauigkeit der DNA-Synthese ist ca. zchnmal 65 
hoher als bei der Taq Polymerase. Sic wird fur die PGR verwendet, wenn hohe Genauigkeit benotigl wird. Von dcr Struk- 
tur ist bisher nur die Aminosauresequenz bekannt. 

Die Pwo Polymerase (PGR Applications Manual (1995), Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica, 28-32) wurde 

3 
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urspriinglich aus dem hypcrthermophilen Archaebaktcrium Pyrococcus wocsi isolierl und spater in 11 coli kloriicrt. Das 
Enzym hat cin Molckulargewicht von et wa 90 kDa und isl. als Monomer aktiv. Die Pwo Polymerase besitzl cincn hohere 
Thcrmoslabililal als die Taq Polymerase (Halbwcrtszeit > 2 Stunden bci 1()0°C), cine hoch prbzessive 5-3-DNA-Poly- 
meraseaktivilat und cine hohe 3'-5VExonukleaseakli vilaX wodureh die Genauigkeit der DNA-Synthcse crhoht wird. Das 
- S Enzym hat keine S'-Nuklcasea.khvilal. Die Polynicrisalionsratc (30 Nukleolidc pro Sekunde) ist gcringcr als bei der Taq 
Polymerase. Das Enzym wird in der PCR eingesctzt, wenn hohe Genauigkeit gefordert isl. Die Genauigkeit derDNA- 
Synthesc ist niehr als 10 inal hohcr als bei Verwcndung der Taq Polymerase. 

In die Aminosaurescquenz der Polymerasenehimaren konnen weiicrhin Hi si i din -tags oder andere Reinigungshilfen 
l'ur die verbesserte Autreinigung eingebaut sein, ; : 

10 Zum Einfugen eincr 3'-5'-Hxonukleaseakli vital in die Taq Polymerase gibt es hauptsachlich vicr Vcrfahrcn, die cben- 
falls Gcgcn stand der vorlicgenden Br fin dung sind. - 

1 . Das Einfugen des 3'-5 , -Exonukieaseberciches einer anderen DNA Polymerase durch Austausch eines Mol ekii I bereich s 

der Taq Polymerase 

15 ' ■ - V ■• 

Dicser Ansatz ist insbesondere geeignet, da die Taq Polymerase homolog zur E. coli poll isl, die aus funktionell und 
strukturell voneinander unabhangigen Domancn bestcht (Joyce, CM., und Stcitz, T.A. (1987) TIBS, 12, 288-292) und 
als .Model 1 fur andere PNA Polymerasen dienen kann (Joyce, CM. (1991) Curr. Opin. Struct. Biol. 1, 123-129). Geeig- 
net fur den Austausch sind DNA Polymerasen, bci denen cine 3-5 f -Bxonuklcascaktivitat nachgewiesen ist, deren, DNA- 

20 Sequenz bekannt ist und das fur die 3'-5'-Exonukleascakti vital kodicrende Gen zuganglich ist. Fur ein rationales Protein- 
design anhand von Model Is truklurcn isl es zusatzlieh von Vortcil, daB der 3 , -5 , -Exonukleascbereich und der Polynicrase- 
- bereich zur B. coli poll homolog ist. Der 3 , -5 , -Exonukleasebcrcich soil te sich vorzugsweise gut in die Slruklur der B. coli 
poll einfugen und an den Polymcrasebereich der Taq Polymerase anfugen. Bine aufgcklartc Tertiarstruktur mil zugang- 
lichen Struklurdatcn so wie hohe Thermos tabilitat des Proteins sind wciterc Vortcile. 

25 Folgendc DNA Polymerasen sind dahcr beispielswcisc geeignet: . 

. , . : . ,■ . . ' ; a. E. coli poll . _ • 

Die B. coli poll erfullt, bis auf die Thermoslabilitat, allc oben aufgefuhrten Bcdingungcn. Die Tcrtiarstruktur des Kle- 
30 now Fragmcnl.es isl in der Brookhavendalenbank zuganglich und sie gchdrt, wie die Taq Polymerase, zur Familie A der 
DNA Polymerasen. Die IdcntiUit in der Aminosaurescquenz beiragt 32%/Bei Berucksichligung der bekannten Doma- 
nenstruktur finden sich die groBlen Ubereinstimmungen irn N-tenninalen und im C-tcrminalen Bereich der beiden Pro- 
teine (32% Idcntitat in den 5'-Nukleasedomanen, 49% Idcntitat in den Polymerasedoinanen). Im Bereich der 3'-5'-Exo- 
nukleascdomane weist die kurzere Taq Polymerase mehrere Deletionen auf (14% Idcntitat in 3 -S'-Exonukleascdoniane 
35 und Zwischcndomane). Da die E. coli poll thermolabil ist und die Wechselwirkungen. an der Grenzflache zwischen den 
beiden Domanen im chimaren Protein nicht mehr optimal sind, ist es wahrscheinlich,.daB auch die Protcinchimare gcrin- 
gerem Thcrmostabilitat als die Taq Polymerase aufweist . Dicsc kann durch. nachtragliehc Modifizicrung von Aminosau- 
ren an der Grenzflache behohen werden. 

40 b. Therniostabile DNA Polymerasen 

Von den thermoslabilen DNA Polymerasen mil 3'-5'-Exonukleasc, die heute zur PCR eingesetzt werden/ scheincn die 
Pwo Polymerase, die Pfu Polymerase, die Vent™ Polymerase, die Tne Polymerase und die UITma™ Polymerase zur 
Kombination mil der Taq DNA Polymerase geeignet. Die Gene sind (Liber die Firma Boehringer Mannheim) zuganglich 
45 von der Pwo Polymerase und der Tne Polymerase. Die Pfu Polymerase ist erhaltlich von Stratagene Inc. Fur ein rationa- 
les Proteindcsign isl die Tne Polymerase aufgrund ihrcr Homologie zur Taq Polymerase und E. coli poll gut geeignet. Bei 
der Verwendung der Pfu Polymerase sind Planungen nur anhand von Aminosauresequenzalignmcnts unter Berucksich- 
tigung bekannter konservierter, fur die Funktion essentieller Aminosauren und Motive moglich. 

■...50 ■ 2. Die Modifikalion der Taq DNA Polymerase in der Zwischendoinane . ■ " 

Zum Einfugen eincr 3 , -5 , -Exonukleaseakti vital miissen alle fiir die Akti vital essentiellen Aminosauren in die Struklur 
eingefugt werden. Naeh heutigen Kenntnisstand bclrifft das besonders die drei Motive Exo I, Exo II und Exo IE. Die es- 
sentiellen Motive miissen auBerdem in geeigneter Art und Wcise verknupft werden, um in die fur die Katalyse notwen- 
55 dige raumliche Lage gebracht zu werden. ' 

Die Veranderung der Taq DNA Polymerase im Polymerasebereich ist ebenfalls moglich. Auch ein de novo Design von 
Polymerasen isl prinzipicll denkbar. 

Die erfindungsgemaBen Chimaren konnen weiterhin optimiert werden durch: 

60 1. Bntfernung der 5-Nukleasedomane (moglich auch proteolyt.isch) oder nachtragliche Inaktivierung der 5'-Nu- 

kleaseakti vital (beschrieben in Merkens, L. S. (1995) Biochem. Biophys. Acta 1264, 243-248) 

2. Modification durch Punktmutationen oder Fragmentausiausch 

3. Optimierung der Strukturen an den Grenzflachen der Chimaren 

4. Optimierung durch random Mutagenese und/oder random Rekombi nation rnit anderen Polymerasegenen (mole- 
65 kulare Evolution). 

Beispiele fiir erfindungsgemaBe Polymerasenehimaren sind die folgenden: 
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- Taq DNA Polymerase (M1-V307) E. coli DNA Polymerase (D355-D501) Taq DNA Polymerase (A406-E832) 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-K511) Taq DNA Polymerase (L416-E832) 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) lii. coli DNA Polymerase (Y327-H519) Taq DNA Polymerase (E424-E832): 
Punktmulalion A643G: lie 455 Val SEQ ID No.: 1 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) 11 coli DNA Polymerase (Y327-V536) Taq DNA Polymerase (L441-E832) 5 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) Taq DNA Polymerase (V449-E832); 
SHQ ID No.: 2 

- Taq DNA Polymerase (M1-P302) E. coli DNA Polymerase (K348-S365) Taq DNA Polymerase (A319-E347) E. 
coli DNA Poly (N450-T505) Taq DNA Polymerase (E4 10- E4832); 

- Taq DNA Polymerase (M1-V307) Tnc DNA Polymerase (D323-D468) Taq DNA Polymerase (A406-E832); 10 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tnc DNA Polymerase (P295-1478) Taq DNA Polymerase (L416-E832) 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tnc DNA Polymerase (P295-E485) Taq DNA Polymerase (Is424-E832); slille 
Mutation A 1449C SEQ TD No.: 3 

~ Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-V502) Taq -DNA Polymerase (L441-E832) 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tnc DNA Polymerase (P29-5-G510) Taq DNA Polymerase (V449-E832); stille 15 
Mutation C1767T SEQ ID No.: 4 

- Taq DNA Polymerase (M1-P302) Tne DNA Polymerase (E316-D333) Taq DNA Polymerase (A3 19-E347) Tnc 
DNA Polymerase (I381-M394) Taq DNA Polymerase (R362-L380) Tnc DNA Polymerase (E415-T472) Taq DNA 
Polymerase (E410-E832); 

- G308D/V310E/I- J 3S2N/I.356D/li4()lYm305D 20 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-R346) Taq DNA Polymerase (E424-E832) 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (H103-S334) Taq DNA Polymerase (E424-E832); SEQ ID 
No.: 5 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) Taq DNA Polymerase (E424-E832) 

- Taq DNA Polymerase ( 1 -29 1 ) Pfu DNA Polymerase (V 1 G6-F389) Taq DNA Polymerase (V449-E832); SEQ ID 25 
No.: 6 ' • 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (M1-P389) Taq DNA Polymerase (V449-E832). 

Von den oben genannten Polymerasenchimarcn wurden die folgcnden naher untcrsucht: 

• . 30 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-M519) Taq DNA Polymerase (E424-E832): 
Punktmulalion A643G; lie 455 Val (Taq Eel ) SEQ ID No.: 1 : 

- Taq DNA, Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) Taq DNA Polymerase (V449-E832), ^ 
(Taq Ee2) SEQ ID No.: 2 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tnc DNA Polymerase (P295-E485) Taq DNA Polymerase (E424-E832), slille 35 
Mutation A1449C (Taq Tnel) SEQ ID No.: 3 

- Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-G5 10) Taq DNA Polymerase (V449-E83,2), 
stille Mutation C1767T (Taq Tne2) SEQ ID No.: 4 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-R346) Taq DNA Polymerase (E424-E832), (Taq 

Pfu 1) SEQ ID No.: 5 . 40 

- Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) Taq DNA Polymerase (V449-E832), (Taq 
Pfu2) SEQ ID No.: 6. 

Zur Auswahl geeigneter DNA Polymcrasen werden multiple Aminosaurcsequenzalignmcnts verfiigbarcr Sequcnzen 
von DNA Polymcrasen und DNA bindenden Proleinen, zum Beispiel mil dem Programm GCG (Dcvercux cl al„ 1984, 45 
Nucl. Acids Res. 12, 387-395) erstcllt Zur Erslellung eincs guten Alignments sind Sekundarstruklurvorhersagcn, be- 
kannlc strukturbasierte Sequenzalignments, bekannte Motive und funktionell essenlielle Aminosauren sowie, phyloge- 
neiische Gesichtspunkte zu berucksichtigen. Bestehen die Proteine aus funktionell und slrukturell unabhangigen Doma- 
nen, isl es sinnvoll, die Aminosauresequenzalignmenls zunachst bezogen auf die einzelnen Domanen zu erslellen und 
erst danach zu eincm vollstandigen Sequenzalignmenls zusammenzufugen. 50 

Werden homologe Sequenzen gefunden, dercn Tertiarsiruktur bekannl isl, so bcsleht die Moglichkeit, eine 3D-Mo- 
dcllstruktur aus dem homologcn Protein abzuleitcn. Zur Model lerst ell ung kann das Programm BRAGT(Reichelt und 
Schomburg, 1988, J. Mol. Graph. 6, 161-165) verwendct werden. ZurEnergieminimierung dcr Strukturcn einzelner Mo- 
lekiilbereiche sowie ganzer Molekule kann das Programm AMBER (Weiner el aL, 1984, J. Am. Chcm. Soc. 106, 
765-784) und zur Ubcrpriifung der Giite des Modclls, das Programm Procheck vcrwendcl werden. Sind nurdie Ca-Ko- 55 
ordinaten der Struklur des Ausgangsproteins erhaltlich, so kann die Slruklur, zum Beispiel mil dem Programm O (Jones 
el al., 1991, Acta Crysl. A47, 110-119), rekonstruierl werden. Des weiteren bcsleht die Moglichkeit, in der Proieindalen- 
bank unzugangliche, jedoch bereits als, Slereobild verofFentlichtc, Ca-Koordinalen, zu erhaltcn, indem das Stereobild 
eingescannl wird, die Koordinaten gepickt werden (zum Beispiel mil dem Programm Magick) und die z-Koordinaten be- 
rechnet werden (zum Beispiel mil dem Programm Stereo). DiePlanung von Varianten kann anhand von Aminosaurese- 60 
quenzalignments, anhand von 3D-Modellen oder anhand von experimcniell ermittelten 3D-Slrukturen erfolgen. 

Die gcnlechnische Herslellung von Domanen aus tausch varianten kann durch PCR-Mutagenese, nach der SOE-Me- 
thode (Horlon el al. (1989) Gene 77, 61-68) oder nach der modifizierlen Melhode (siehe Schema unler Beispiele) mil 
Hilfe chemisch synlhelisierter Oligodesoxynukleolidc erfolgen. Die jeweiligen DNA-Fragmente werden auf einem Aga- 
roscgcl aufget rennt, isoliert und in den Ausgangsvektor ligiert. Als Ausgangsvekloren konnen fur E. coli pUC Deri vale 65 
mil geeigneten Promotoren verwendct werden wie pTE, pTaq, pPL, Blucscripl. Die Plasmid-DNA wird in einen E. coli- 
Slamm trans formierl, zum Beispiel XLl-Blue, einige Klone werden gepickt und deren Plasmid-DNA isoliert. Moglich 
isl aber auch, die Verwendung anderer Starnme wie z. B. Nova Blue, BL21(DE), MCM000 clc. Selbslversiandlich ist es 
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auch moglich, in andcren Organismen zu klonieren wie in Hefe-, Pllanzcn-, Saugcrzellen. Durch Restriklionsanalysc 
wird cine Vorauswahl an Kloncn getroflcn, dcren Plasmid-DNA im modifizierien Bercich scquenzicrl wird. 

Die Gcnexpression dcr Zielprotcinc kann bei viclen Plasmidcn, zum Bcispicl Pbtaq, durch IPTG induziert wcrden. Bei 
dcr Herstellung viclcr vcrschicdcner Varianten isl es sinnvoll, cin universcllcs Aufreinigungsverfahren zu ctablicren.. 
s T-Tierfiir isl die A ffi nit at schroni.il ographie an Ni-NTA (nickcl-nitrilolri acetic acid) Agarose gut geeignet, die nach dem 
Annigcn eines His-Taqs an das Protein, zum Bcispicl durch PGR, vcrwendel werden kann. Die Proleinkon/.cnlralioncn 
konnen mil. dem Protein Assay ESL (Boehringcr Mannheim) beslimnil wcrden und kontaminierende Nebenaktivitaten 
dcr Praparalioncn wie fur die kommerzicll erhallliche 'I aq Polymerase (Boehringcr Mannheim) 'beschriebencn. Zur wei- 
tcren Gharaklerisierung dcr Varianten werden Polymerase-, Exonukleaseakli vitals- und Thcrmoslabilitalstcsts durchge- 
l o fuhrt, so wie das jeweilige Tempcraiuropiimum best i mint. Die Pol yn ic rase akii vital en dcr Ghimaren konnen in nicluradio- 
akiiven TesLsystemcn, /.urn Bcispicl durch Bcstimmung, der Einbaurate von Dig-dUTP in DN'asc aktivierte Kalbsthy- 
mus-DNA, oder in radioakt i ven Teslsystemcn, zum Bcispicl durch Beslimmung dcr Einbaurate von a-|" 32 p'JdGTP in Ml 3 
mp9 ss-DNA, ermitlell werden. Zur Beslimmung dcr Tempera turoptinia der Polymerascaktivitat dcr Ghimaren wird die 
Polymerascrcaklion bei unlerschiedlichen Tcmpcraturen durchgefuhrt und cs werden die Spezifischen Aktivitatcn be- 
ts rechnel. Zur Bcstimmung der Therinosl.abiiil.aten werden die Reslaklivitaten, d. h. Prozcnt der Ausgangsakti vital ohne 
Hitzcbehandlung, nach Hitzebchandlung ennitlell. Die 3'-5'-Exonukleaseakti vital kann durch den Abbau eines 5'-Dig- 
markiertcn Primers, der an einen DNA-Matrizenslrang annealL von seinem 3 -Ende her, gczeigt. werden. Die Korrektur 
v6n,3'-mismalched Primern und deren Verlangcrung (proof-reading) kann gczeigi werden, indem falschgepaarte (mis- 
matched) 5-Dig-markicrte Primer, die in der Erk'ennungsscquenz eines Restriklionsenzymes (z. B. Eco RI) a,n einen 
20 Matrizenstrang annealen, verlangerl wcrden. Nur bei einer Korrcklur der Fehlpaarung- durch das En/ym; isl cine Spal- 
l ung mil dem Rest riklionsenzy m moglich. Die Prozessi vital kann durch Einsatz der Varianten in dcr PGR unlersuchl wer- 
den. 1st das Enzym nicht thermoslabil genug fur deh Einsatz in der PGR, so kann cine PGR bcim Tempera! uroptirnum als 
Verlangerungstempcral ur unler sukzessi vcr Enzy mzugabe durchgefuhrt werden. Die Exonucleaseakti vital der Ghimaren 
kann in eincm radioakti ven Testsystcm bestirmnt werden. Dazu wurde ein bestimmlc Menge der Ghirnarcn-Polymerascn 
25 (Id. Regel 2.5 U) bei untcrsehiedlichen Tcmperaturen fur 4 Stundcn mil markierter DNA (5 ug [ 3 H] DNA in. den jewei- 
lige n Testpuffcrn) inkubierl. Gegebenen falls wurden dNTPs in unlerschiedlichen Konzcntralionen zugeselzl (0-0.2 
mM). Nach,Abs_loppcn dcr Rcak lion wird die Frcisctzung an radioakti v markicrtcn Nukleoiidenbcstimmt. 

Gegenstand der vorlicgcnden Erfindung isl desweitercn die DNA-Sequcnz der oben beschriebencn Polymerasenchi- 
maren. Insbesonderc sind Gegenstand dcr vorlicgcnden Erfindung die DNA-Sequcnzen dcr SEQ.TD.No.: 1-6. Gcgcn- 
30 stand der vorlicgcnden Erfindung sind desweileren die. Aminosaurcsequenzen dcr oben beschriebencn Polymcrasc-Ghi- 
* marc. Insbesonderc sind Gegenstand der vorlicgcnden Erfindung die Aminosaurcsequenzen der SEQ.TD.No: 7-12. - 
Ein wcitcrer Gegenstand dcr vorliegenden Erfindung sind die Vektoren, die die obengenannten DNA Sequenzcn cnl- 
halten. Ein bevorzugter Veklor isl pBTaq (Plasmid Pbtaq4_oligo 67 (Villbrandt (1995) ? Dissertation, TIJ Braun- 
schweig)). Ein wcitcrer Gegenstand der Erfindung sind die E. coli Starnme, insbesonderc dcr Stamm Escherichia coli 
35 XL 1 -Blue, die den Vcktor, der das Polymerase-Ghirnare-Gcn tragi, enthaltcn. Folgende Starnme wurden bei der DSM 
hinlerlegt, Deutsche Samndung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Wcg lb, D-38124 Braun- 
schweig: " • 

- E. coli XL1 Blue x pBTaqEcl :TaqEc 1 DSM No, 1 2 053 

40 - E. coli XL1 Blue X pBTaqTncl: TaqTnel DSM No. 12 050 

- E. coli XL1 Blue x P BTaqTnc2: TaqTne2 DSM No. 12 05 1 

- E. coli XL1 Blue x pBTaqPfu'l : TaqPful DSM No. 12 052. 

Die erfindungsgcnikBen Polymerasenchiniaren eignen sich insbesonderc fur die Amplifikation von DNA-FragmenLen, 
45 z. B, fur die Polymerase- Kelt cn-Reaktion. Eine weitere Anwendung ist bei spiel sweise die Sequenzierung von DNA- 
Fragmenten. . . 

Ein weiterer Gegenstand der vorlicgcnden Erfindung isl ein Kit zur Amplifikation von DNA-Fragmcnlcn, der cine er- 
findungsgemaBe Polymerasenchimare enthalt. 

50 •- • : , Kurzc Bcschrcibung dcr Abbildungcn - - - • •» 

Abb. 1: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (Ml -P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-H519) Taq DNA Polymerase 
(E424-E832): Punktmutalion A643G; Ile455Val SEQ, ID No.: 1; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID 
55 No.: 7. t 
Abb. 2: 

DNA-Sequcnz der Taq DNA Polymerase (M1-P291) E. coli DNA Polymerase (Y327-G544) Taq DNA Polymerase 
(V449-E832); SEQ ID, No.: 2; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 8. 
Abb. 3: 

60 DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (M1 -P291 ) Tnc DNA Polymerase (P295-E485) Taq DNA Polymerase (E424- 
E832); stille Mutation A1449G SEQ ID No.: 3; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 9. 
Abb. 4: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (M1-P291) Tne DNA Polymerase (P295-GS10) Taq DNA Polymerase (V449- 
E832); stille Mutation G1767T SEQ ID No.: 4; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 10. 
65 Abb. 5: 

DNA-Sequenz der Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (H103-S334) taq DNA Polymerase (E424- 
E832); SEQ 10 No.: 5; sowie die entsprechende Aminosauresequenz SEQ ID No.: 11. 
Abb. 6: 
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DNA-Sequcnz der Taq DNA Polymerase (1-291) Pfu DNA Polymerase (V100-F389) Taq DNA Polymerase (V449- 
E832); SEQ ID No.: 6; sowie die cntsprcchcndc Aminosaurcscquenz SEQ ID No,: 12. 
Abb. 7: 

Aufrcinigung der Donianenaustauschvarianie Taqlicl an Ni-NTA-Agarose Analyse auf cincm mil Coomassieblau ange- 
farhtcn 8%igen Polyacrylaniidgel. - s 

Bahncn i, 8: l'rotcinniolekulargewichlsinarker Broad Range (200 kDa, 116,25 kDa, 97,4 kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 31 
kDa) 

Bahn 2: losliche Prolcine 

Bahn 3: Saulcndurchlauf 10 
Bahn 4: Waschiraktion Puffer B 
Bahn 5: Waschfraktion Puffer A 
Bahncn 6, 7: Eluatfraktionen Puffer C 
Proleinausheutc (OD 2 2fi) ctwa 7 ing. 

15 

Abb. 8: . 

Bestimmung der Proteinreinhcil: SDS-PAGE, Phast-Systcm (10-15%): Silbcrfarbung MW: 

ProlcinmolckulargewichLsmarkcr; NHis-TaqPol: Taq DNA Polymerase mil N-lcrminalem His-Taq; TaqEcl, TaqTncl, 
TaqTnc2: Domanenaustauschvarianten. . 

Abb. 9: 20 
Spczifischc Aklivitalcn der Domanenaustauschvarianten bei verschiedenen Tcmpcraturen. 
Abb. 10: 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PCJR untcr sukzessiver Enzymzugahc, Extension bei 72°C. 

Lambda-DNA (links): GroBe der Zielsequenz = 500 bp, 
Plasmid pa (rechts): GroBe der Zielsequenz = 250 bp 
Bahn 1 : Taq DNA Polymerase (Fa. BM), 100 ng, 5 Units 
Bahn 2: Domancnaustauschvariante TaqEcl, 500 ng, 1,25 Units/Zyklus 
Bahn 3: Domancnaustauschvariante TaqTncl, 50 ng, 3.6 Units/Zyklus 
Bahn 4: Domancnaustauschvariante TaqTne2, 50 ng, 3,5 Unils/Zyklus 
III: DNA-Langcnstandard in (Pa. BM) 
VI: DNA-Langcnstandard VI (Fa. BM); 

Ergcbnis: Beim Einsatz der Domanenaustauschvariante TaqTne2 enlstanden PCR-Produkte der richtigen GroBe. 

Abb. 11: ^ 35 

Test der Domanenaustauschvarianten in der PGR unler sukzessiver Enzymzugahe, Extension bei 55°C. 

Lambda-DNA (links): GroBe der Zielsequenz = 500 bp 
Plasmid pa (rechts): GroBe der Zielsequenz = 250 bp 

Bahn 1: Domancnaustauschvariante TaqEcl, 500 ng, 6 Units/Zyklus 40 
Bahn 2: Domancnaustauschvariante TaqTncl, 50 ng, 7,5 Units/Zyklus 
IE: DNA-Langcnstandard in (Fa. BM) 
VI: DNA-Langcnstandard VI (Fa. BM). 

Ergcbnis: Beim Einsatz der Domancnaustauschvariante TaqEcl enlstanden PCR-Produkte der richtigen GroBe. 45 
Abb. 12: 

3'-5-Exonuklease-Test Variantc TaqEcl, Inkubat ion bei 72°C, Primer PI. 
Abb. 13: 

3 -5-Exonuklease-Test - Variantc TaqEcl , Inkubation bei 50°C, Primer PI (links), Primer P2 (rectus). 

Abb. 14: 50 
Korrektur von 3 f - mis matched Primem und dercn Vcrlangerung - Variantc TaqEcl (3 '-mismatch primer correction assay) 

(-): ohne Restriktionsenzymverdau 

(+): Restriktionsenzymverdau mil Eco RI. . . 

55 

Abb. 15: 

Schematische Darstellung 

Abbau von Primern am 3 -Ende (3-5* exonuclease assay) und Korrektur von 3'-mismatched Primcrn und deren Verlan- 
gerung (3 '-mismatch primer correction assay). 

Abb. 16: : 60 

Schematische Darstellung: Vercinfachics Ablaufschcma, Abbau von Primern am 3'-Ende und Korrektur von 3'-mismat- 
ched Primern und Verlangerung. 

65 
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- * Bcispicl 1 

Konstruktion und Klonierung 

Etablierung eines unWersellen AurreinigiingsvcrfHhrcns 

Zur Vercinheitlichung des Aufrcinigungsprotokolls dcr DonianenaustauschVariantcn wurde die AfTinitalschromalo- 
graphie an Ni-NTA (nickcl-nitrilotriacetic acid) Agarose vcrwcndet, Da/.u war es notwcndig, vbr der Herstellung dcr 
Protein varianten, ein His-Taq an die/in die Taq DNA Polymerase an/-cin/ui'ugen. Gcplanl und hcrgeslcllt wurden zwei 
verschicdene His-Taq- Vari ante n itii Plasrnid Pbiaq4_oligo67 (Bochringcr Mannheim). Die Variantc NITis-TaqPol enthall 
ein N-tenninales TTis-Taq^ cine Enterokinascspaltstcllc, urn das Ilis-Taq gegebcnenfalls abzuspalten und ein lipilop zum 
Nachweis dcr TTis-Taq-Proteinc mil Antikorpern (Quiagen). Sic wurde durch PGR von dcr EcoRI-Site bis zur PstT-Sile 
hergeslellt. Rei der N-tenninalen Prolcinsequenzierung konnten von der Varianic NTTis-TaqPol die zwanzig N-lermina- 
lcn Aminosauren als richlig beslatigl werden. 

■ . ' Sequcnz: NHis-TaqPol 

KmRT Qodon aim TfirjFnl 
. 5 V G Aft TTC ATS AGG GGC TOG CRT CAC CAT CTG CAT CAC GCT GCT GAC GAT GAC GAT AAA ATS AGG GGC 

3 f . . ; •* • ■ • .■ " - * 

Mgfc Attj Gl y g*«i- fT-j « FTi«s Hi« « TTi g W4« Ala Ala Asp Aap A^tp Agp T.ya Me»h Arg Gly 

MRfiR *Hi ft epitope [Mefc-Argr-filySftT^(His)^ ffyrt-*»w^«»go [ { ag T>^- T -y g " Y ] 

SEQIDNo.: 13 : 5' GAA TTC ATG AGG GGC TCG CAT C AC CAT G AC CAT CAC GCT 
GCT GAC GAT GAC GAT AAA ATG AGG GGC 3' . 



SEQ ID No.: 14: Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp Lys Met 
Arg Gly 



Die Variante 5DHis-TaqPol enthalt ein His-Taq in einem fiexiblen Loop der 5' Nukleasedomanc, zwischen Glydn 79 
. und Glycin 80 der Taq DNA Polymerase und wurde durch FCR-Mutagenese, von dcr EcoRI-Site bis zur Pstl-Sitc, her- 
40 gestellt. . . 

Sequenz: 5DHis-TaqPol * , 

SEQIDNo.: 15 
SEQIDNo.: 16 



5 T GAG GCC TAC GGG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGG TAC AAG GCG 3 f 
Glu Ala Tyr Gly His His His His His His Gly Tyr Lys Ala 



Die Korrcktheit der Plasmid-DNA im jeweils modifizierten Bercich der beiden neuen Gene wurde durch DNA-Se- 
quenzierung bestatigt. Beide modifizierten Gene wurden unler gleichen Bedingungen und in gleicher Hone wiedas Aus- 
55 gangsprolein ohne His-Taq exprimiert, konnten gut iiber Ni-NTA- Agarose aufgereinigt werden und verhieltcn sich in der 
Standard-PCR wie die Taq Polymerase ohne His-Taq. Fur die Aufreinigung der Domanenaustauschvarianten wurde das 
N-terminale His-Taq verwendet. 



Aminosaurescquenzalignments 
Zur Planung der Domanenaustauschvarianten wurden folgende Aminosauresequcrzalignrnents crstellt: 



1. Tne-, E. col i I- und Taq DNA Polymerase 

2. Pfu-, E. coli I- und Taq DNA Polymerase 

65 3. Multiple Aminosauresequenzalignments von DNA Polymerascn. 

Die Alignments wurden bezogen auf einzelne Molekulbereiche (Domanen) mit dem Programin GCG erstellt und un- 
ter Berucksichtigung bekannter Sckundarstrukturen, Motive und essentieller Aminosauren und unler Verwendung des 
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strukturbasiertcn Sequenzalignments dcr Scqucnzen dcr 3-5' Exonukicascdomanc dcs Klcnow -Fraginenl.es mil der cnt- 
sprcchcndcn Domanc dcr Taq DNA Polymerase (Abb. 2d in Kim el al. (1995) Nature 376; 612-616) /.u dem vollstandi- 
gen Sequenzalignments zusammengefugt. 

Zur Auswahl der Ausgangsslrukl.ur des Klenow Fragmentes fur das Homologicniodelling wurden die danials zugang- 
Mchcn Strukturcn der 11 eoli DNA Polymerase T mil dem Programm Bragi im RMS-Fit vcrglichen: 5 
Klenow Fragment - dCMP Komplcx (PDB-codc: 1dpi), 2,8 A (1 987), Klenow Fragment - dCTP-Komplex (PDB-codc: 
lkfd) 3,9 A (1993) und Klenow Fragment, D355A - DNA-Komplcx (PDB-codc: 1 kin) .3,2 A (1994). 

Ausgewahll wurde die Struktur Klcnow Fragment O^B-code: 1 kin). In den y.wci Bcrcichen, in den Koordinatcn fehl- 
len, wurden zwei I^oops eingebaul (Programm Bragi) und encrgicminimiert (Programm Amber). Die Gute dcr Protcin- 
struktur wurdc ubcrpruft (Programm Procheck). "> 

Erstcllung von 3D-Modellcn * 

Fur dem Molekulbereich dcr Taq DNA Polymerase, der die Aniinosaurcn 292-832 umfaBl, wurde cin 3D-Modell in 
Homologic zur Struktur dcs Klcnow Fragmentes (PDB-codc: 1 kin) mil dem Programm Bragi crstcllt. Die Modellicrung 15 
umfaBtc Aminosaurcaustauschc, Einfiihrung von Inscrlioncn und DeleLioncn, Encrgienunicrung dcr ncucn Loopbercichc 
und Energieminimicrung dcs gesamten Molekuls (Programm Amber). 

Die Struktur der Taq DNA Polymerase war /.urn Zeilpunkl der Model licrungarbeitcn schon vcroflcntlicht, jedoch noch 
nicht in dcr Prolcindatcnbank zuganglich. Zur Erstcllung cincs Modclls dcr Zwischcndomanc dcr Taq DNA Polymerase, 
die dcr 3-5 Exonukicascdomanc dcs Klcnow Fragmentes entspricht (Aniinosaurcn 292-423) wurdc cin Stereobild (Abb. 20 • 
2c in Kim ct al. (1995) Nature 376, 612-616) eingescanncd, die Ca- Koordinatcn am Bildschinn (jeweils x- und y- Ko- 
ordinatcn fiir das linke und rcchte Bild) gepickt (Programm Magick, (John Cristy, E. I. du Pont Dc Nemours and Com- 
pany Incorporated)), die z-Koordinaten berechnet (Programm Stereo, (Collaborative Computational Project, Number 4 
(1994) Acta Cryst. D50, 76J-763)), die ProtcinhauptkeUc unter Erzeugung cincs poly-Alanins rckonstruiert (Programm 
O), Anrinosaureaustausche durchgefuhrt (Programm Bragi) und cine Energieminimicrung dcs gesamten Molekuls 25 
durchgefuhrt (Programm Amber). Das Modcll dcr Aminosaurcresle 292-423 (s. o.) wurdc an das Model I dcr Polymera- 
scdonianc (Aniinosaurcn 424^832) (s. o.) untcr Bcrucksichtigung dcr Strukturalignmcnts dcr Taq DNA Polymerase mit 
dem Klcnow Fragment (Abb. 2b und 2c in Kim ct al/(1995) Naturc'376, 612-616) angcfugl. Die gesamtc Model 1 struk- 
tur wurde energieminimiert (Programm Amber) und die Cute der Modcllstruktur ubcrpruft (Programm Procheck, (Las- 
kowski, R., A., ct al. (1993) J, Appl. Cryst 26, 283-291)). . . - . - , 30. 

Von der Tnc DNA Polymerase (Resle 297-893) wurdc ein 3D-Modcll in Homologic zur.Struktur dcs Klenow Frag- 
mentes (PDB-codc: lkln) crstcllt. Die Modellicrung UmfaBtc Aminosaurcaustauschc, Einfiihrung von Insertionen und 
Deletioncn (Programm Bragi), Energicmininiierung der ncucn Loopbereiche, Energicminimierung des gesamten Mole- 
kuls (Programm Amber) und Uberprufung dcr Gute dcr Modcllstruktur (Programm Procheck). ' 

Es wurden 20 Protein varianten geplant. 35 
. Bci Verwcndung dcr F. coli poll und der Tne Polymerase anhand dcr crstellten 3D-Strukturmodcllc 7 .bei Verwcndung 
der Pfu Polymerase anhand der erstellten Aminosaurealignmcnts. 

Gentechnische Hcrsicllung odcr Domanenaustauschvariantcn. . ■ 

, Das N-terminalc His- Taq wurde durch PCR eingefugt und die Domanenaustauschvarianlen wUrdcn nach der modifi- 
zierten SOE-Methode (Tlorton ct al. (1987) Gene 77, 61-68), dargeslellt im Schema, mil Hilfc chemisch synthctisierter 
Oligodesoxynukleotide hcrgeslellt. 

Die jeweiligen DNA-Fragmente wurden auf einem Agaroscgel aufgctrcnnt, mil dem QIAquick Gel Extraction Kit 
(Firma Qiagen) nach dem mitgelicfcrtcn Protokoll isoliert und bei den PCR-Reaktionen I bis IV in dcr nachfolgenden 45 , 
PCR-Reaktion eingesetzt oder bei der PCR-Reaktion V mil den beiden Restriktionsenzymen, deren Erkennungsscquenz 
sich in den flankierenden Primern befanden (Eco RI und Pst I) nachgeschnitten. Die Ligation von DNA-Fragmenten und 
die Hcrstellung und Transformation von kompctcnten XLl-Blue E. coli-Zellen durch Elektroporation crfolgte wie von 
Villbrandt (1995, Dissertation, TU Braunschweig) beschrieben; Es wurden einige Klonc gepickt und deren Plasmid- 
DNA mil dem QIAprep Spin Plasinid Kit (Finna Qiagen) nach dem mitgelieferten Protokoll isoliert. Mikrobiologische 50 
Arbeitstcchniken und die Rczcpturen zur Herstellung von Flussig- bzw. Plattenmedien sowie das Anlegen von Glyzerin- 
ku I turen wurden, wie im Handbuch von Sambrook et al., (1989, Molecular cloning - a laboratory manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) beschrieben, durchgefuhrt. Die Domanenaustausch varianten konn- 
ten in gleicher Hohe wie das Ausgangsprotein exprimiert werden. , 

• • . 55 
Beispiel 2 ... 

Aufreinigung (ftir eine Chimare) 

Aufreinigung der Domanenaustausch varianten -60 

Alle Domanenaustauschvariantcn wurden nach dem gleichen Protokoll aus Eschcrichiacoli XLl-Blue isoliert. Die 
Fermentation erfolgte im 1-Liter-MaBstab in LB-Medium/100 mg/ml Ampicillin/12,5 mg/ml Tetracyclin/1 mM IPTG 
bei 37°C fur 16 Stunden. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in 20 ml Lysispuffer (50 mM Tris-HCL, pH, 8,5, 10 mM 2- 
Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) aufgenommen, bei -70°C fiir mindestens 16 Stunden eingefroren und 10 Minuten mit 65 
Ultraschall behandelt. Die Zelllruinmer wurden abzentrifugiert und der sterilfiltricrte Uberstand auf eine Ni-NTA (nik- 
kei-nitrilotriacetic add)- Agarose- Saule (Qiagen) mit einem Saulenvolumcn von 3,5 ml (r = 0,65 cm, h = 2,7 cm) aufge- 
tragen. Es wurde mit 40 ml Puffer A (20 mM Tris-HCL, pH 8,5, 100 mM KC1, 20 mM Imidazol, 10 mM 2-Mercaptoet- 
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hanol, 10% (v/v) Glyzcrin), anschlieBcnd mil 10 ml Puffer B (20 mM Tris-HCL, pI-T 8,5, 1 M KCl 20 mM Imidazol, 10 
mM 2-Mercaptoeihanol, 10% (v/v) Glyzcrin) und nochmals mil 10 ml Puffer A gewaschen. Die Elution erfolgte mil 
1 5 ml Puffer C (20 mM Tris-HCL, pH 8,5, 100 mM KCl, 100 mM Imidazol, 10 mM 2-Mcrcaptocthanol, 10% (v/v) Gfy- 
zerin). Die FluGrate betrug 0,5 ml/Minute und die FraktionsgroBe 10 ml bei den Wasch Iraki ion en und 1 nil bci den Elu- 
5 lionfmktionen. Die vereinigten Fniktionen wurden gcgen Lagerptiffer (20 mM Tris-HCI.pH 8.6, 1 00 mM KCl, 0. 1 mM 
EDTA, I mM D'lT, 0.5% Tween 20, 50% Glyzcrin) dialysiert und 200 ug/ml Gelaline sowie Nonidel. P40 in einer End- 
konzentration von 0,5% zugesclzt. Die Proleinlosungen wurden bei -20°C aufbcwahrl. Die Analyse der Aufreinigung 
der Domanenauslauschvariante Taqlicl an Ni-NTA-Agarosc wird in Abb. 7 gczcigt. 

u> Bcstimmung der Protein konzenlration 

' Die Protcinkonzenlrationcn wurden durch Messung der OD280 und mil detn Protein Assay ESL (Boehringer Mann- 
heim) beslimmt. Abb. 8 zeigl die Reslimmung der Protein rein hci I: SDS-PAGK, Phast-System (10-15%): Silberfarbung. 

15 Be is pi el 3 . 

„ Tcmpcraturoptimumder Poly mcraseakti vital der Chimarcn ' '- . 

Die Polymeraseaklivilalen der ('himaren wurden in cincm nichl-radioaktivcn Testsyslcm bestiniml, Zum Abgleich der 
■ 20 Wcrte wurde cin radioaklives Testsysleni verwcndet. Beim nicht-radioaktiven Teslsysleni wurde die Einbaurale von Dig- 
dl JTP in DN'ase aklivicrte Kalbsthymus-DNA bestimmt. Bin 50 pi Testmix enthielt 5 ul Puffcrmix (500 mM Tris-TTCl, 
150 niM (NTT 4 ) 2 S04, 100 mM KCL, 70 mM MgCl 2 , 100 mM 2-Mercaploethanol, pH 8,5), je 100 uM dATP, dCTP, 
dG'IT, dTTP, 36 nM Dig-dUlT (Boehringer Mannheim), 12 ug Kalbslhymus-DNA (DN'ase aktivicrt), 10 pg Rindcrse- 
rumalbumin und 2 ul chimares Enzym, oder 0,02 Units Taq Polymerase, (Boehrihger Mannheim), als Referenz in Ver- 

25 dunnungspuffcr (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, .100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 ug/ml Gelatine, 0,5% Tween ' 
20, 0,5% Nonidel P40, 50% Glyzcrin). Die Inkubation der Reaklionsansalze erfolgte fur 30 Minuten bei versehiedenen 
Tcmpcraiurcn. DicRcaktioncn wurden auf Bis abgcsloppt. Je 5 pi der. Rcaktionsansatzc wurden in wciBc nicmbranbc- 
schichicte Mikrolilerplatlen (Pall BioSupporl, SM04SBWP) pipetticrt und 10 Minuten bei 70°C gebacken. Die Mem- 
brah der Mikrotitcrplatte wurde unter Verwendung der zugehorigen Absaugwanne (Pall BioSupporl wic folgt bchandclt: 

30 100 ul Puffer 1 (l%iges Blocking Reagenz (Bochringcr Mannheim) in 0,1 M Malcinsaurc, 0,15 M NaCl, pTI 7,5) auftra- 
gen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, einnial wiederholen; 1 00 pi Puffer 2(1: 10 000, verdunntcr Anti-Dig- AP- 
Fab-Fragment Antikorpcrn (Boehringer Mannheim) in Puffer 1) auftragen, zwei Minuten inkubieren, durchsaugen, ein- 
mal wiederholen; 200 ul Puffer 3 (Puffer 1 mi t: 0,3% Tween 20) unter Vakuum auftragen, einmai wiederholen; 200 ul 
Puffer 4 (0,1 M Tris-HCL, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl 2 , pH 9,5) unter Vakuum auftragen; 50 ul Puffer 5 (1 : 100 verdunn- 

35 tes CSPD (Bochringcr Mannheim) in Puffer 4) auftragen, fiinf Minuten inkubieren, durchsaugen. Die Proben wurden im 
Luminomcter (Microlumar LB 96P, Berthold oder Wallac Micro Beta Trilux) vermessen. 

Beim radioaktiven Testsystem wurde die Einbaurale von <x-| 32 P]dCTP in 1 ug Ml 3 mp9 ss-DNA bestimmt. Ein 50 ul 
Test mix enthiell 5 ul Puffermix (670 mM Tris-HCl, 59 mM MgCb, 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% Tesit, 2 ing/ml Ge- 
" latine, pH 8.8), je 10 uM dATP, dGTP, dTTP, 5 uM CTP, 0,1 pCi [a-^PJdClT, 1 ug M13 mp 9 ss-DNA annealed mil 

40 0,3 ug M13-Primer und 1 pi chimares Enzym, oder 0.01 Units Taq Polymerase (Boehringer Mannheim), als Referenz in 
Verdunnungspufier (20 mM Tris-HCl/ pH 8,0, 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTX 200 ug/ml Gelaline, 0,5% 
Tween 20, 0,5% NonideL P40, 50% Glyzerin). Zur Herstellung der DNA-Primermischung wurden 277,2 pg Ml 3 mp9 ss- 
DNA (Bochringcr Mannheim) und 156 ug M13-Sequenzicrprimer (17 mer) fiir 30 Minuten auf 55 °C erhitzt und 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur abgckiihlt. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte fiir 30 Minuten bei 65°C\ Die Reak- 

45 tionen wurden auf Eis abgestoppt. Je 25 ul der Reaktionslosungen wurden entnommen und in 250 ul 10% Trichloressig- 
saure (TCA)/0,01 M Natriumpyrophosphat (PPj) pipcttiert, durchmischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proben 
wurden iibcr vorgewasserten GFC-Filtem (Whatman) abgcsaugt, die ReaktionsgcfaBe mit 5% tCA/PPi ausgewaschen 
und die Filter mindeslens dreimal mit derselben Losung gewaschen. Nach den Trocknen wurden die Filter in 5 ml Szin- 
tillationsflussigkeit im p-Counter vermessen. Die Enzymproben wurden in Enzymverdunnungspuffer verdunnt. Von den 

50 Vcrdiinnungcn wurde jeweils 1 pi eingesetzt, Es, wurden Doppel- oder Dreifachbestimmungen vorgenomrnen. Als Refe- 
renz wurde die Taq DNA Polymerase der Firma Boehringer Mannheim verwcndet. ' 

Eine Einheit (Unit) ist definiert als die Enzymmenge, die notwendig ist, um 10 nM Deoxyribonukleotidtriphosphat in 
saurefallbare DNA bei 65 °C in 30 Minuten einzubauen. Zur Ennittlung der Standardwerte wurden je 2 ul der Gesamt- 
mischung auf einen trockenen Filler pipelliert und getrocknet. Der Null-Wert wurde ermittelt, indem Proben ohne Enzym 

55 mitinkubierl und identisch gewaschen wurden. 

Die Bestimmung der Uemperaturoptima erfolgte mit dem nicht-radioaktiven DNA Polynierasetest bei versehiedenen 
Temperaturcn. 
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Spczifischc Akliviiai.cn bei vcrschiedenen Tcmpcraturcn 



Enzym 


25 


37 


Temperatur [°C] 
50 


60 


72 


80 




0 0 


0 0 


5764,4 


8489, 1 


50000,0 


57986,1 


NHis-TaqPol 


0,0 


0,0 


5616,1 


12165,2 


60843,7 


74784,4 


TaqEcl 


704,9 


10353,4 


50066,5 


41034,4 


2677,5 


1016,2 


TaqTnel 


0,0 


2559,4 


15967,0 


18900,4 


1100,0 


0,0 


TaqTne2 


747,2 


5180,2 


23549,6 


30627,3 


64139,1 


28727,4 



Beispicl 4 

:* Temperaturslabilital dcr Polynicrascakli vital dcr Chimarcn 

Die Bestimmung der Therniostabilitat erfolgle durch Erhilzcn der Rcaktionsansatze auf 80°C und 95°C fiir jeweils 
cine, drei oder scchs Minuten mil anschlicBender Bcstimniung dcr.Restakl.ivital.cn mil dem nicht-radioaklivcn DNA Po- 
ly mcrasctcsl (siche Abb. 9). 

Tabelle 





1 Min 


3 Min 


6 Min 


1 Min 


3 Min 


6 Min 


Enzym 


80°C 


80°C 


80°C 


95°C 


95°C 


95°C 


TaqPol 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


NHis-TaqPol 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


TaqEcl 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


TaqTnel 


16 


0 


0 


0 


0 


0 


TaqTne2 


100 


100 


100 


92 


.6 


0 



20 



25 



Reslaktivilaten | Prozcnt der Ausgangsakti vital ohne Hitzebchandlungl bei 72°C der Taq DNA Polymerase (TaqPol), der 
Taq DNA Polymerase mil. HisTaq (HHis-TaqPol) und der drei Domanenaustauschvariantcn (TaqEcl , TaqTnel , y 

TaqTnc2) nach dcr Hitzcbchandlung (Binbau von Dig-dUTP in DN'ase aktivierte Kalbslhymus-DNA) , , 30 



35 



40 



Beispicl 5 45 

PCR unter sukzessiver Enzymzugabc 

Die Polymcrascnchimaren wurden in der PCR unter sukzessiver Enzymzugabe gctesiei. Die Extension erfolgle bei 
72°C (Abb. 10) und bei 55°C (Abb. 11). Der Reaktionansatze mil einem Reaktionsvolumen von lOOul enthielten jc- 50 
weils 1 ng Lambda-DNA oder pa-Plasmid-DN A (Fa. BM), jc 1 uM Primer (25-mcr), je 200 uM jedes dNTP's und Stan- 
dard-PCR-Puffer mil MgCl 2 (Boch ringer Mannheim). Die Reaktionshedingungen waren: 

Fur Extension bei 72°C: 1 Minute 94°C/30 Sekunden 50°C/1 Minute 72°C//125 Zyklen, 2 Minuten 94°C vor und 7 Mi- 
nuten 72°C nach der PCR-Raktion. Die Zugabe von 0,5 ul dcr Domanenausiauschvarianten pro Zyklus erfolgle jeweils 
bei50°C. 55 
Fiir Extension bei 55°C: 1 Minute 95°C730 Sekunden 50°C/1 Minute 55°C7/25 Zyklen, 2 Minuten 95°C vor und 7 Mi- 
nuten 55°C nach der PCR-Raktion. Die Zugabe von 0,5 ul der Domanenaustauschvarianten pro Zyklus erfolgle jeweils 
bei 50°C. 

Beispiel 6 60 

y-5' Exonuklease-Test - Variante TaqEcl 

Die Proben wurden mil einem 5'-Dig-markierten Primer, der an einen DNA-Matrizenstrang anneait, in Abwesenheit 
von Nuklcoiidcn inkubiert. Ein 10 pi Testmix enlhieli 1 ul Puffer (100 mM Tris-HCL, 15 mM MgCl 2 , 500 mM KC1, 65 
0,1 mg/ml Gelatine, pH 8,3), 1 ul Enzym TaqEcl (500 Einhciten/ul), 1 pMol Matrizenstrang (50mcr, siche Schema) und 
je 500 fMol 5'-Dig-markierten Primer PI (matched, 23rncr, siehe Schema) oder P2 (mismatched, 23mcr, siehc Schema). 
Die Inkubation dcr Reaktionsansalze erfolgte bei 50°C mil unterschiedlicher Inkubationsdauer. Die DNA-Fragmente 
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wurdcn auf eincm 12.5%igcn Acrylainidgel (SequaGel-Kil, Pinna Mcdco) aufgclrennt und durch Kontaktblot auf cine 
Nylonrnembran (Bochnngcr Mannheim) uhertragen. Die Nylonrnembran wurde wic folgt behandelt: 100 ml Puffer 1 
(l %iges Blocking Rcagenz (Bochringer Mannheim) in 0,1. M Malcinsaure, 0,15 MNaCl, pTT 7 5) 30 Minutcn Inkuba- 
Lion; 100 ml Puffer 2 (1 : 10 000 verdunnler Anti-Dig-AP^ab-Fragmem Antikorpcr (Bochringer Mannheim) in Puffer 
S 1 ), .30 Minuicn Inkubation; je 135 ml PuKcr 3 (Puffer 1 mil. 0,3% 'IVecn 20), dreimal fur 30 Minutcn waschen- SO ml 
Puffer 4 (0, 1 M Tris-HCL, 0, 1 M NaCl, 50 niM MgCI 2 , pTI 9,5), 5 Minuicn Inkubation; 50 ml Puller 5(1:1 000 vcrdunn- 
tes CPD-Star (Bochnngcr Mannheim) in Puffer 4) ? 5 Minuten Inkubation. Die Nylonrnembran wurde auf Wainian-Pa- 
pier gelrocknet und zur Chemilumines/.en/-Deteklion fur 30 bis 60 Minuten auf cincm Chcmilumines/en/film (Bochrin- 
ger Mannheim) cxpomert. Bcim Vorhandcnsein cincr 3'-5 Exonuklease wird der Abbau des Primer am 3'-Endc sichlbar 
10 (siche Abbildungcn). Als Negaiivkontrolle wurde die Taq Polymerase mil HisTaq (NHis-TaqPol), und als Positivkon- 
trolle die UlTma DNA Polymerase verwendct. Bci beiden Konlrollenzymen erfolgte die Inkubation der Rcaktionsan- 
sat/c bei.72°C. Fur die UITrna DNA Polymerase wurde der vom Herslcllcr angegebene Rcaktionspufler verwendct 
Abb. 12 und 13 zeigen, den 3 , -5 , -Rxonuk1case-'lbsl.-Varianl.e. r raql : {cl. 
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Beispicl 7 

Korrcktur von ^'-mismatched Primern und deren Verlangcrung - Variant c TaqEcl (3-inismatch primer correction assay) 

Dig-markierlc Primer, die an einen Mairizenslrang (50 mer, siche Schema) anncalen wurdcn in vier verschiedenen Bx- 
penmcntcn verlangert. Primer warcn cin matched Primer (PI , 23 -mer, siche Schema) und zwei vcrschicdenc mismatched 
Pnmer Pnmer (P2, P3, 23 mere, siche SchemaXdie in der Erkennungssequcnz des Restriktionsenzyms Eco RI anncalen 
Bin 20 Ml lestmix enthielt 1 ul Puffer (100 mM Tris-HCL, 15 mM Mgd% 500 inM KC1, 0,1 mg/ml Gelatine, pH 8 3) 
1 pi Enzym TaqEcl (500 Einhcilen/ul), je 10 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 1 pMol Matrizcnsirang und je 500 fMolV 
Dig-markierten Primer PI (matched) odcr P2 (mismatched) oder P3 (mismatched). Die Rcaktionsansatze wurdcn fur 
60 Minuten bci 50°C lnkubicrt und danach fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Je lO ui wurden enlnommcn und mil je 10 
Emheilen Eco RI fur 30 Minuten bei 37°C gcspallen; Die DNA-Fragmenle wurden auf einem 12,5%igen, Acrylarnidgel 
(ScquaGcl-Kit, Firma Mcdco) aufgclrennt und.durch Kontaktblot auf cine Nvlonmcmbran (Bochringer Mannheim) 
ubertragen; Die Nylonrnembran wurde wic oben beschrieben behandelt und fur 30 bis 60 Minutcn auf cincm Chcmilu- 
mineszcnzfilm (Bochringer Mannheim) exponiert. Bei dcr Verwcndung des matched Primer resulliert der Verdau mil 
Eco RI in cinem 28 bp und einem 18 bp Fragment. Die mismatched Primer liefern dieses Ergcbnis nur dann, wenn mis- 
matched Nukleotide durch matched Nukleotide ersctzt wcrden (siche Abb. 14). 
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SEQUl iNZPRO'IT)KOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

<B) STRASSE: Sandhof erstir. 116 

(C) ORT : Mannheim 

(E) LAND : DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217595482 

(H) TELEFAX:. 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Polymerasenchimaeren 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 14 

(iv) COMPUTER - LE S BARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) : COMPUTER ; IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1-0, Version #1.30 { EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART: Nucleoli id 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 
GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 
GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 
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AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCT CATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG > 720 

CTGAAGCCCG CCAT CCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG AGGATCTGAA GCTCTCCTGG . 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG j CCTCCTCCAC '900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 

CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 1020 

GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC 1080 

GT AGCGG CAT ATATTCCGGT TGCT CATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC 1140 

GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 

CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT GCGTGGGATT 1260 

GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTC CTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG TCACGATATG 1320 

GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 1380 

AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 1440 

GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 

CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC TGTCCTGGCC 1560 

CACATGGAGG CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC TCAGGGC CTT GTCCCTGGAG 1620 

GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 

50 AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ' 1740 

ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 1800 

55 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 

AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920 

M CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 1980 
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AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2040 
GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 2100 

5 

TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 2160 
GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2220 
AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 2280 
GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 2340 

15 

GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 2400 
CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG . 2460 

20 

GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAAGATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 2520 
CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG 2580 
GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 2640 25 
GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2700. 
ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 2733" 30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2733 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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40 



45 



(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2; 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 50 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC - 240 55 

GTGGTCTTTG ACG CCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG * 3 60 

60 
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GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCT CATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

10 

GCCCTGACCG GGGAGGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA . AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG • 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

20 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA TGAAGAAACA 960 

25 CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT TTGCATTTGA TACCGAAACC 1020 

GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC ■ 1080 

30 GTAGCGGCAT ATATTCCGGT TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC , 1140 

GAGCGTGCAC TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 1200 

■ 35 CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATT CTG GCGAACTACG GGATTGAACT GCGTGGGATT 1260 

GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG TTGCCGGGCG. TCACGATATG 1320 

GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT 1380 

40 ' 

AAAGGCAAAA ATCAACTGAC CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC 1440 

GCCGAAGATG CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 1500 

45 ' * • . . , 

CACAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGTGCC GGTGCTTTCA 1560 

CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCGCCTGGAC GTGGC CTATC TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG 162 0 

- ■ '"" GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC 1680 

AACCTCAACT CCCGGGACCA GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC 174 0 

55 - 

ATCGGCAAGA CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 1800 

CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC CAAGCTGAAG 1860 

60 AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA GGACGGGCCG CCTCCACACC 1920 

65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 2727 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
.(D) TOPOLOGIE: linear 



10 



CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG 1980 

AACATCCCCG TCCGCACCCC GCTTGGGCAG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG 2040 

GGGTGGCTAT TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 2100 

TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA CACGGAGACC 2160 

GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC CCCTGATGCG CCGGGCGGCC 2220 

AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA 2280 

15 

GCCATCCCTT ACGAGGAGGC CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG 2340 

GTGCGGGCCT GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 2400 

CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG CGTGCGGGAG 2460 20 

GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA CCGCCGCCGA CCTCATGAAG 2520 

CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCT CCTTCAG 2580 25 

GTCCACGACG AGCTGGTCCT CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG 2640 

GCCAAGGAGG TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 2700, 30 

ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGC CAAGGAG TGA 2733 : 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 5Q 

ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 

GTGGT CTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

' 60 
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• 



15 



•20 



25 



30 



35 



40 



45 



50-, 



55 



f.0 



' GGCCGGGCCC CCACGCCGGA. GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG ; ':360 
GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC : - 420 
AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA .480 
GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ' 540 
ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA ' AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG ' '. 600 
' GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAAGCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG • GGAGAAGACG 660 
GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG .'720 
CTGAAGCCCG CCATGCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 
GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACGTGCCC CTGGAGGTGG AGTTCGCCAA AAGGCGGGAG .840 
CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 900' 
GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA CCTGGTGGAA . 960 - 
TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGa' TCTTGAGACG 1020 
TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG -. 1080. 
GAAGCGTACT ACATACCACT CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA ' AAAAGAAGTT 1140 
CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 1200 
AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTOAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC i260 
ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA AGTTCAATCT • GGACGATCTC 1320 
GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT " 1380 
CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT i 440 
GAAGATGCCG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGAG .1500 
AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTX CCGCTGTCCT GGCCCAGATG 1560 
GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1S20 
GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC . 1680 
AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC 1740 
AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 1800 
GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 1860 
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TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CAGCCGCTTC 1920 

AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 1980 

s 

CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040. 

CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 2100 

10 

GACGAGAACC TGATCGGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 2160 

TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 2220 

' 15 

ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 2280 

CCTTACGAGG AGGCGCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 2340 

. , • '■ • * 20. 

GCCTGGATTG AGAAGAC CCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 2400 . 

GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC 2460 

GAGCGCATGG CCTT CAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 2520 25 

ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCGT TCAGGTCCAC ; 2580 . 

GACGAGCTGG TCCTCGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 2640 30 

GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG ■ 2700 

GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA ' 2727 35 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 



40 



(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) IiANGE: 2727 Basenpaare . 

(B) ART: Nucleotid . 

(C) STRANG FORM : Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE : linear . ' 45 
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBXJNG: SEQ ID NO: 4: 'so 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60. 
ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 12 0 5 _ 

TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 

GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 

. ' . 60 
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GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG . .3 00 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

s 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

10 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG . .600 

15 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG . 720 

20 CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGAT CCTG GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGGGGGAG ' 840 

25 CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTGCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCGCCGTT GGATACAGAA- TAGTGAAAGA GCTGGTGGAA - 960 

30 TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT TCGCCATAGA TCTTGAGACG 102 0 

TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT GTCGGT AT CT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG 1080 

GAAGCGTACT AC AT AC CACT CCATCATAGA AACGCCCAGA AC CTGG ATGA AAAAGAAGTT . . 1140 

CTGAAAAAGC TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 1200 

AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC TCACTTCGAC 1260 
.'40 ■ . . " ' 

ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA . AGTTGAATCT GGACGATCTC 1320 

GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT 13 80 

45 .• ' 

CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT 1440 

GAAGATGCAG ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 1500 

50 GATCTGGAGA ACGTGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGGT TGCAGGGATG 1560 

GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC 1620 

55 GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC 1680 

AACTCCCGGG ACCAGCTGGA AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC * ; 1740 

60 AAGACGGAGA AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 1800 
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GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG ' T AC CGGGAGC TCACCAAGCT GAAGAGCACC 1860 

TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG GCCGCCTCCA CACCCGCTTC 1920 

AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC 198 0 

CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG 2040 

CTATTGGTGG CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 2100 

GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA GACCGCCAGC 2160 

15 

TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA TGCGCCGGGC GGCCAAGACC 2220 

ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC 2280 

CCTTACGAGG AGGCCCAGGC CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG 2340 2 ° 

GCCTGGATTG AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 2400 
GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG GGAGGCGGCC ■ 2460 25 

GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG CCGACCTCAT GAAGCTGGCT 2520 

ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC 2580 ' 30 

GACGAGCTGG TCCTCGAGGC CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG 2640 " 

GAGGTCATGG AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT . GGGGATAGGG 2700 35 

GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 2727 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 



40 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 2850 Baeenpaare 

(B) ART: Nucleotid 45 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 50 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA AATGAGGGGC 60 55 

ATGC TACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG TCGACGGCCA CCACCTGGCC 120 
TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG 180 
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15 



25 



30 



35 



40 



45 



5S 



60 



GTCTACGGCT TCGCCAAGAG CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC 240 

GTGGTCTTTG ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 300 

GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA GGAGCTGGTG 360 

GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG AGGCGGACGA CGTCCTGGCC 420 

AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC TACGAGGTCG GCATCCTCAC CGCCGACAAA 480 

GACCTTTACC AGCTCCTTTC CGACCGCATC GACGTCGTCC - ACGCCGAGGG GTACCTCATC . 540 

ACCCCGGCCT GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 600 

GGCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATGGG GGAGAAGACG 660 

GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCGC TCCTCAAGAA CCTGGACCGG 720 

CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG GCCCACATGG AGGATCTGAA GCTCTCCTGG 780 

GACCTGGCCA AGGTGCGCAC CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG 840 

CCCGACCGGG AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG - CCTCCTCCAC 900 

GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA GCAGTTGTGG ACATCXTCGA ATACGATATT 960 

CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCGACAAA GGCCTAATAC . CAATGGAGGG GGAAGAAGAG 1020 

CTAAAGATTC TTGCCTTCGA TATAGAAACC CTCTATCACG AAGGAGAAGA GTTTGGAAAA 1080 

GGCCCAATTA TAATGATTAG TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAGGTGAT TACTTGGAAA 1140 

AACATAGATC TTCCATACGT TGAGGTTGTA TCAAGCGAGA GAGAGATGAT AAAGAGATTT 12 00 
CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTGAC ATTATAGTTA CTTATAATGG AGACTCATTC ' 1260 

GACTTCCCAT ATTTAGGGAA AAGGGCAGAA AAACTTGGGA TTAAATTAAC ' CATTGGAAGA 1320 

GATGGAAGCG AGCCCAAGAT GCAGAGAATA GGCGATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA 13 80 

AGAATACATT TCGACTTGTA TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATCTCCC AACATACACA 1440 

CTAGAGGCTG TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAGG AGAAGGTATA CGCCGACGAG 15 00 

ATAGCAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG TTGCCAAATA CTCGATGGAA 1560 

GATGCAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCTTC CAATGGAAAT TCAGCTTTCA 162 0 

GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAGGTG GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CCTGGGCCAC 1680 

ATGGAGGCCA CGGGGGTGCG CCTGGACGTG GCCTATCTCA GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG 1740 
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GCCGAGGAGA TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC TGGCCGGCCA CCCCTTCAAC 18 00 

CTCAACTCCC GGGACCAGCT GGAAAGGGTC CTCTTTGACG AGCTAGGGCT TCCCGCCATC 1860 

GGCAAGACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC 1920 

GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG CAGTACCGGG AGCTCACCAA GCTGAAGAGC 1980 

ACCTACATTG ACCCCTTGCC GGACCTCATC CACCCCAGGA CGGGCCGCCT CGACACCCGC 2040 

TTCAACCAGA CGGCCACGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT CCGATCCCAA CCTCCAGAAC 2100 

ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG ATCCGCCGGG CCTTCATCGC CGAGGAGGGG 2160 

TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCCAG ATAGAGCTCA GGGTGCTGGC CCACGTCTCC 2220 

GGCGACGAGA ACCTGATCCG GGT CTTCCAG. GAGGGGCGGG ACATCCACAC GGAGACCGCC 2280 

AGCTGGATGT TCGGCGTCCC CCGGGAGGCC GTGGACCCCC TGATGCGCCG GGCGGCCAAG 2340 

ACCATCAACT TCGGGGTCCT CTACGGCATG TCGGCCCACC GCCTCTCCCA GGAGCTAGCC -2400 

ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCATT GAGCGCTACT TTCAGAGCTT CCCCAAGGTG 2460 

CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC GGGGGTACGT GGAGACCCTC 2520 30 

TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG 2580 

GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA CATGCCCGTC CAGGGCACCG CCGCCGACCT CATGAAGCTG 2640 35 

GCTATGGTGA AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 2700 

CACGACGAGC TGGTCCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC CCGGCTGGCG 2760 

40 

AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGeCCC TGGAGGTGGA GGTGGGGATA 2820 

GGGGAGGACT GGCTCTCCGC CAAGGAGTGA 2850 

45 

* 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 50 

(A) IiAUGE: 2949 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang . 

(D) TOPOIjOGIE: linear 55 
(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: ^ 
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10 



15 



25 



45 



v 50 - 



55 



60 



ATGAGGGGCT 


CGCATCACCA 


TCACCATCAC GCTGCTGACG 


ATGACGATAA 


AATGAGGGGC 


60 


ATGCTACCGC 


TATTTGAGCC 


CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 


TCGACGGCCA 


CCACCTGGCC 


'120 


TACCGCACCT 


TCCACGCCCT 


GAAGGGCCTC ACCACCAGCC 


GGGGGGAGCC 


GGTGCAGGCG 


1 180 


GTCTACGGCT 


TCGCCAAGAG 


CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG 


. AGGACGGGGA 


CGCGGTGATC 


240 


GTGGTGTTTG 


ACGCCAAGGC 


CCCCTCCTTC CGCCACGAGG 


CCTACGGGGG 


GTACAAGGCG . 


300 


GGCCGGGCCC 


CGACGCGGGA 


. GGACTTTCCC GGGCAACTCG 


CCCTCATCAA 


GGAGCTGGTG 


360 


GACCTCCTGG 


GGCTGGCGCG 


CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 


AGGGGGACGA 


CGTCCTGGCC 


420 


AGCCTGGCCA 


AGAAGGCGGA 


AAAGGAGGGC TACGAGGTCC 


GCATCCTCAC 


CGCCGACAAA 


. 480 


GACCTTTACC 


AGCTCCTTTC 


CGACCGCATC CACGTCCTCC 


ACCCCGAGGG 


GTACCTCATC 


540 


ACCCCGGCCT 


GGCTTTGGGA 


AAAGTACGGC CTGAGGCCCG 


ACCAGTGGGC 


CGACTACCGG 


. . 600 


GCCCTGACCG 


GGGACGAGTC 


. CGACAACCTT CCCGGGGTCA * 


AGGGCATCGG 


GGAGAAGACG > 


660 


GCGAGGAAGC 


TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 


TCCTCAAGAA 


CCTGGACCGG 


72 0 


. CTGAAGCCCG 


CCATCCGGGA 


GAAGATCCTG GCCCACATGG 


ACGATCTGAA 


GCTCTCCTGG 


780 


GACCTGGCCA 


AGGTGCGCAC 


CGACCTGCCC CTGGAGGTGG 


ACTTCGCCAA 


AAGGCGGGAG 


840 


CCCGACCGGG 


AGAGGCTTAG 


GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG 


AGTTTGGCAG 


CCTCCTCCAC 


^ 900 


GAGTTGGGCC 


TTCTGGAAAG 


CCCCGTTAGA GAACATCCAG 


CAGTTGTGGA 


CATCTTCGAA 


960 


TACGATATTC 


CATTTGCAAA 


GAGATACCTC ATCGACAAAG 


GCCTAATACC 


AATGGAGGGG 


1020 


GAAGAAGAGC ' 


TAAAGATTCT 


TGC CTTCGAT ATAGAAACCC 


TCTATCACGA 


AGGAGAAGAG 


.1080 


TTTGGAAAAG 


GCCCAATTAT 


AATGATTAGT TATGCAGATG 


AAAATGAAGC 


AAAGGTGATT 


1140 


ACTTGGAAAA 


ACATAGATCT 


TCCATACGTT GAGGTTGTAT 


CAAGCGAGAG 


AGAGATGATA 


." 1200 


AAGAGATTTC 


TCAGGATTAT 


CAGGGAGAAG GATCCTGACA 


TTATAGTTAC 


TTATAATGGA 


1260 


GACTCATTCG ' 


ACTTCCCATA 


TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA AACTTGGGAT TAAATTAACC 


1320 


ATTGGAAGAG 


ATGGAAGCGA 


GCCCAAGATG CAGAGAATAG 


GCGATATGAC 


GGCTGTAGAA 


1380 


GTCAAGGGAA 


GAATACATTT 


CGACTTGTAT CATGTAATAA 


CAAGGACAAT 


AAATCTCCCA 


1440 


ACATACACAC 


TAGAGGCTGT 


ATATGAAGCA ATTTTTGGAA 


AGCCAAAGGA 


GAAGGTATAC 


1500 


GCCGACGAGA 


TAGCAAAAGC 


CTGGGAAAGT GGAGAGAACC 


TTGAGAGAGT 


TGCCAAATAC 


1560 
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TCGATGGAAG 
CAGCTTTCAA 
CTTGTAGAGT 
CCAAGTGAAG 
CTGGACGTGG 
GAGGCCGAGG 
GAAAGGGTCC 
AAGCGCTCCA 
AAGATCCTGC 
GACCTCATCC 
ACGGGCAGGC 
GGGCAGAGGA 
TATAGCCAGA 
GTCTTCCAGG 
CGGGAGGCCG 
TACGGCATGT 
GCCTTCATTG 
CTGGAGGAGG 
CCAGACCTAG 
ATGCCCGTCC 
AGGCTGGAGG 
GCCCCAAAAG 
TATCCCCTGG 
AAGGAGTGA 



ATGCAAAGGC 
GATTAGTTGG 
GGTTCTTACT 
AGGAGT AT C A 
CCTATCT CAG 
TCTTCCGCCT 
TCTTTGACGA 
CCAGCGCCGC 
AGTACCGGGA 
ACCCCAGGAC 
TAAGTAGCTC 
TCCGCCGGGC 
TAGAGCTCAG 
AGGGGCGGGA 
TGGACCCCCT 
CGGCCCACCG 
AGCGCTACTT 
GCAGGAGGCG 
AGGCCCGGGT 
AGGGCACCGC 
AAATGGGGGC 
AGAGGGCGGA 
CCGTGGCCCT 



AACTTATGAA CTCGGGAAAG 
ACAACCTTTA TGGGATGTTT 
TAGGAAAGCC TACGAAAGAA 
AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT 
GGCCTTGTCC CTGGAGGTGG 
GGCCGGCCAC CCCTTCAACG 
GCTAGGGCTT . CCCGCCATCG 
CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG 
GCTCACCAAG CTGAAGAGCA 
GGGCCGCCTC CACACGCGCT 
CGATCCCAAC CTCCAGAACA 
CTTCATCGCC GAGGAGGGGT 
GGTGCTGGCC CACCTCTCCG 
CATCCACACG GAGACCGCCA 
GATGCGCCGG GCGGCCAAGA 
CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA 
TCAGAGCTTC CCCAAGGTGC 
GGGGTACGTG GAGACCCTCT 
GAAGAGCGTG GGGGAGGCGG 
CGCCGACCTC ATGAAGCTGG 
CAGGATGCTC CTTCAGGTCC 
GGC CGTGGGC CGGCTGGCCA 
GGAGGTGGAG GTGGGGATAG 



AATTCCTTCC 
CAAGGT CAAG 
ACGAAGTAGC 
ACACAGGTGG 
C CGAGGAG AT 
TCAACTCCCG 
GCAAGACGGA 
AGGCCCACCC 
CCTACATTGA 
TCAACCAGAC 
TCCCCGTCCG 
GGCTATTGGT 
GCGACGAGAA 
GCTGGATGTT 
CCATCAACTT 
TCCCTTACGA 
GGGCCTGGAT 
TCGGCCGCCG 
CCGAGCGCAT 
CTATGGTGAA 
ACGACGAGCT 
AGrGAGGT CAT 
GGGAGGACTG 



AATGGAAATT 

CACAGGGAAC 

TCCAAACAAG 

ATTCGTGCGC 

CGCCCGCCTC 

GGACCAGCTG 

GAAGACCGGC 

CATCGTGGAG 

CCCCTTGCCG 

GGCCACGGCC 

CACCCCGCTT 

GGCCCTGGAC 

CCTGATCCGG 

CGGCGTCCCC 

CGGGGTCCTC 

GGAGGCC CAG 

TGAGAAGACC 

CCGOTACGTG 

GGCCTTCAAC 

GCTCTTCCCC 

GGTCCTCGAG 

GGAGGGGGTG 

GCTCTCCGCC 
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1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 30 
2400 
2460 35 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
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10 



15 



20 



25 



30 . 



35 



40 



AS 



55 



60 



65 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 910 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: . 

Met Arg.Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp. Asp Asp 
1 * 5 < 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 

20 . . . 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu, Lys ; 

• * • ',35 40 45 • 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

- 85 . 90 .. 95 ; 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

. Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys - 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg He His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu He Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Lys His Lys Thr lie Thr Phe Glu Glu lie Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin lie Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 

465 470 475 480 



10 



Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 23.0 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr lie Leu Asp Glu Glu Thr 2 5 
305 \ 310 315 320 



20 



30 



Leu Lys Ala Trp lie Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val Phe Ala Phe 
325' 330 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn lie Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala lie Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr lie Pro Val Ala 
355 360 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin lie Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly lie Leu Ala Asn Tyr Gly lie Glu 
405 . 410 415 

Leu Arg Gly lie Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr lie Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 55 
435 440 445 
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Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 

485. 490 . 495 

Asp Leu Gin Lys His Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu 
. 500 505 510 

Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg 

515 , . 520 * 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu . Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 540 

Val Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe. 
545 550 555 560 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 

565 570 ' 575 

Gly Leu Pro Ala -lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 , ' 590 • 

Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu, Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu 
595 600 605 

Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro. Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 

625 630 , 635 ■ ' 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp 

645 650 655 

Pro Ash Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie 
660 665 : 670 

Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leii Val Ala Leu Asp 
675 680 685 

Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 

725 730 735 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 
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Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 760 765 

Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr 
785 790 795 800 

Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 855 860 

Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
865 870 875 880 

Ala Lys Glu Val' Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu ._ ■ 
885 890 . 895 

Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 



10 



(5 



20 



25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 910 Aminos aur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 
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Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 . 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 .95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr. Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 ' 155 • 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys . Asn Leu . Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Thr lie Leu Asp Glu Glu Thr 
305 310 315 320 
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Leu Lys Ala Trp lie Ala Lys Leu Glu Lys Ala Pro Val . Phe Ala Phe 
325 330 . 335 

Asp Thr Glu Thr Asp Ser Leu Asp Asn lie Ser Ala Asn Leu Val Gly 
340 345 350 

Leu Ser Phe Ala lie Glu Pro Gly Val Ala Ala Tyr lie Pro Val Ala 
355 360 365 

His Asp Tyr Leu Asp Ala Pro Asp Gin lie Ser Arg Glu Arg Ala Leu 
370 375 380 

Glu Leu Leu Lys Pro Leu Leu Glu Asp Glu Lys Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Gin Asn Leu Lys Tyr Asp Arg Gly lie Leu Ala Asn Tyr Gly lie Glu 
405 410 415 

Leu Arg Gly lie Ala Phe Asp Thr Met Leu Glu Ser Tyr lie Leu Asn 
420 425 430 

Ser Val Ala Gly . Arg His Asp Met Asp Ser Leu Ala Glu Arg Trp Leu 
435 440 445 

Lys His Lys Thr lie Thr Phe Glu Glu lie Ala Gly Lys Gly Lys Asn 
450 455 460 

Gin Leu Thr Phe Asn Gin lie . Ala Leu Glu Glu Ala Gly Arg Tyr Ala 
465 470 475 * 480 

Ala Glu Asp Ala Asp Val Thr Leu Gin Leu His Leu Lys Met Trp Pro 
485 490 ' 495 

Asp Leu Gin Lys His Lys Gly Pro Leu Asn Val Phe Glu Asn lie Glu 
500 505 510 

Met Pro Leu Val Pro Val Leu Ser Arg lie Glu Arg Asn Gly Val Arg 
515 520 525 

Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu 
530 535 - 540 

lie Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe 
545 550 555 560 

Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu 

565 . 570 575 

Gly Leu Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr 
580 585 590 
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Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu 
595 600 . 605 . 

Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie 
610 615 620 

Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr 
625 630 • 635 640 

Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr . Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp- 
645 650 . . 655 

Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie' 
660 665 670 

Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly " Trp Leu Leu Val Ala Leu -Asp 
675 -680 • 685 

Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala /His, Leu Ser Gly Asp Glu 
690 695 700 

Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr 
705 710 715 720 

Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met 

725 730 735 

Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly "Val Leu Tyr Gly Met Ser 
740 745 750 

Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin 
755 . 760 765 

Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro. Lys Val Arg Ala Trp 
770 775 780 

lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr* 
785 790 , 795 800 

Leu Phe Gly 'Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala. Arg Val Lys 
805 810 815 

Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin 
820 825 830 

Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro 
835 840 845 

Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu 
850 >. 855 860 
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Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu 
865 870 875 880 

Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu 
885 890 895 

Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 910 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: ' 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 908 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Gly Ser. His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Tlir Phe His Ala Leu Lys 
35 40 . 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 * 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 .125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala .Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 - 



Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 



DE 198 10 879 A* 0 



Asp Leii Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 ' 175 

s Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 ' 185 " ' '* 190 

|o Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
15 210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp, Arg 
.225 230 235 , 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

95 Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 

260 ' 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
30 275 * 280 285 . 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
^ 290 _ 295 . - '300 

35 Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg He Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 : 315 320 

4o Phe Glu Lys Leu lie Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala lie 

325 - 330 335 . 

Asp Leu Glii Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp He Val Gly 
340 / 345 350 

He Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr lie Pro Leu His 
. 355 360 365 

50 His Arg Asn Ala Gin . Asn Leu Asp Glu Lys , Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu lie Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys He Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 . 395 * 400 

Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met , Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
,405 410 415 
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Pro His Phe Asp Thr Met He Ala Ala Tyr Leu Leu Glu Pro Asn Glu 
420 425 430 
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Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 

Glu Asp Ala Asp He Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys He Leu Ser Leu Lys 
485 490 495 

Leu His Glu Glu Arg Leu Leu Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro 
500 505 510 

Leu Ser Ala Val Leu Ala His Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala 
530 535 .. 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu. .Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly. Leu 
565 570 575 

Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro He Val Glu Lys He 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr He Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu He His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 
645 650 655 

Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg He Arg Arg 
660 665 * * 670 

Ala Phe He Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin He Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 695 700 
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lie Arg Val Phe. Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

s . Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 

725 730 735 

j(j Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 

Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
15 755 760 765 

lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu 
770 -775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 • . • . 800 

25 Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp "Leu Glu Ala Arg Val .Lys Ser Val 

805 810 815. 

Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr / 
30 820 825 830 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val 
850 ' " 855 860 

40 Leu Glu Ala Pro Lys Glu Ar 9 Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 
45 885 890 895 

Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala Lys Glu 
900 905 

50 . ■ • • • . ... • - \ ....... .'. ' „ .... / ■ . .. • .' . ••• 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 10 : 

(i) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 908 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10 : ^ 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly , Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 '40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe v 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 . 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 

165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 
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Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210. 215 220 

S Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 . . ' 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu, Pro Leu Glu 
260 265 270 
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Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 - 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Pro Val Gly Tyr Arg lie Val Lys Asp Leu Val Glu 
305 310 315 320 

Phe Glu Lys Leu lie Glu Lys Leu Arg Glu Ser Pro Ser Phe Ala lie 
325 330 335 

Asp Leu Glu Thr Ser Ser Leu Asp Pro Phe Asp Cys Asp lie Val Gly. 
340 345- . 350 

lie Ser Val Ser Phe Lys Pro Lys Glu Ala Tyr Tyr lie Pro Leu His 
* 355 360 • 365 

His Arg Asn Ala Gin Asn Leu Asp Glu Lys Glu Val Leu Lys Lys Leu 
370 375 380 

Lys Glu lie Leu Glu Asp Pro Gly Ala Lys lie Val Gly Gin Asn Leu 
385 390 395 400 

Lys Phe Asp Tyr Lys Val Leu Met Val Lys Gly Val Glu Pro Val Pro 
405 410 415 

Pro His Phe Asp Thr Met lie Ala Ala Tyr . Leu Leu Glu "Pro Asn Glu 
420 425 430 

Lys Lys Phe Asn Leu Asp Asp Leu Ala Leu Lys Phe Leu Gly Tyr Lys 
435 • 440 445 

Met Thr Ser Tyr Gin Glu Leu Met Ser Phe Ser Ser Pro Leu Phe Gly 
450 455 460 

Phe Ser Phe Ala Asp Val Pro Val Glu Lys Ala Ala Asn Tyr Ser Cys 
465 470 475 480 
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Glu Asp Ala Asp lie Thr Tyr Arg Leu Tyr Lys lie Leu Ser Leu Lys 
485 490 495 

Leu His Glu Ala Asp Leu Glu Asn Val Phe Tyr Lys lie Glu Met Pro 
500 505 510 

Leu Val Ser Val Leu Ala Arg Met Glu Leu Asn Gly Val Arg Leu Asp 
515 520 525 

Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu lie Ala 
530 535 540 

Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu 
545 550 555 560 

Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu 
•565 570 575 

Pro Ala lie Gly Lys Thr Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala 
580 . 585 590 

Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie 
595 600 605 

Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr Lys Leu, Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro 
610 615 620 

Leu Pro Asp Leu lie His Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn 
645 650 655 

Leu Gin Asn lie Pro Val Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg 
660 665 670 

Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser 
675 680 685 

Gin lie Glu Leu Arg Val Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu 
690 . 695 700 

lie Arg Val Phe Gin Glu Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser 
705 710 715 720 

Trp Met Phe Gly Val Pro Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg 
725 730 735 

Ala Ala Lys Thr lie Asn Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His 
740 745 750 
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10 



15 



20 



25 



Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe 
755 760 765 

lie Glu Arg Tyr Phe Gin Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu 
770 775 780 

Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe 
785 790 795 800 

Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro Asp Leu Glu Ala .Arg Val Lys Ser Val 
805. 810. 815 

Arg .Glu Ala Ala Glu Arg Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin .Gly Thr, 
820 - 825 830 •; 

Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu 
835 840 " 845 

Glu Glu Met Gly Ala Arg Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu. Leu Val- 
850 855 860 



30 



35 



Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg . Leu Ala Lys 
865 870 875 880 

Glu Val Met Glu Gly Val Tyr Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu 

885 890 \ 895 

Val Gly lie Gly Glu Asp Trp Leu Ser Ala; Lys Glu 
900 / 905 ' 

40 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 949 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einz'e 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear : 
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(ii) ART. DES MOLEKULS : Protein . / . 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu, Lys 
35 40 45 



40 

BNSDOCID: <DE_19810879A1_I_> 



E 198 10 879 A 1 



Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 
85 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 

Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
. 165 170 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp. Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp Glu Ser Asp 
195 200 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu . Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 
245 250 255 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 270 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 

Phe Leu Glu Arg' Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro His Pro Ala Val Val Asp lie Phe Glu Tyr Asp lie 
305 310 315 320 
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Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie Pro Met Glu 
325 330 335 

Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp lie Glu Thr Leu Tyr 
340 345 350- 

His Glu Gly Glu Glu Phe Gly Lys Gly Pro lie lie Met He Ser Tyr 
355 360 365 

Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val He Thr Trp Lys Asn lie Asp Leu 
370 375 380 

Pro Tyr Val Glu Val Val. Ser Ser Glu Arg Glu Met lie Lys Arg Phe 
385 390 .395 400 

Leu Arg He lie Arg Glu Lys Asp Pro Asp lie lie Val Thr Tyr Asn. 

405 * 410 415 

Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala Glu Lys Leu 

420 .. 425 430 

Gly He Lys Leu Thr lie Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro Lys Met Gin 
435 440 445 

Arg lie Gly Asp Met Thr Ala Val Glu val Lys Gly Arg lie His Phe 
450 455 460 

Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr He Asn Leu Pro Thr Tyr Thr 
465 470 475 480 

Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala lie Phe Gly Lys Pro Lys Glu Lys Val 
485 490 495 

Tyr Ala Asp Glu lie Ala Lys Ala Trp Glu Ser Gly Glu Asn Leu Glu 
500 505 510 

Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr Tyr Glu Leu 
515 520 . 525 

Gly Lys Glu- Phe Leu Pro Met Glu lie Gin Leu Ser Glu Arg Leu Leu 
530 535 540 

Trp Leu Tyr Arg Glu Val Glu Arg Pro Leu Ser Ala Val Leu Ala His 
55 545 550 555 560 

Met Glu Ala Thr Gly Val Arg Leu Asp Val Ala Tyr Leu Arg Ala Leu 

565 570 575 
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Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val Phe 
580 585 590 
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Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu Glu 
595 600 605 

Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala lie. Gly Lys Thr Glu 
610 615 620 

Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu Arg 
625 630 635 640 

Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu Thr 
645 650 655 

Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His Pro 
660 665 670 

Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala Thr 
675 680 685 

Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val Arg 
690 695 700 

Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu Gly 
705 710 715 720 

Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin He Glu Leu Arg Val Leu 
.725 730 735 

Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu He Arg Val Phe Gin Glu Gly 
740 745 * 750 

Arg Asp He His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro Arg 
755 ' 760 765 

Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr He Asn Phe 
770 775 780 

Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu Ala 
785 * 790 795 800 

He Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe He Glu Arg Tyr Phe Gin Ser 
805 810 815 

Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp He Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly Arg 
820 825 830 

. Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val Pro 
835 840 845 

Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg Met 
850 855 860 
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Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly .Thr .Ala Ala Asp Leu Met Lys Leu 
865 870 - 875 880 

Ala Met Val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg Met 
885 890. 895 

Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu Arg 
900. 905 910 

Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val Tyr 
915 920 925 

Pro Leu Ala Val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly He Gly Glu Asp Trp 
930 935 940 

Leu Ser Ala Lys Glu 
945 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : ' * 

(A) LANGE: 982 Amino saur en 
'(B) ART: Ami no saur e 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein ' - 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 

1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly Met Leu Pro Leu Phe Glu Pro Lys Gly Arg Val Leu 
20 25 30 

Leu Val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr Phe His Ala Leu Lys 
35 40 45 

Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro Val Gin Ala Val Tyr Gly Phe 
50 55 60 

Ala Lys Ser Leu Leu Lys Ala Leu Lys Glu Asp Gly Asp Ala Val lie 
65 70 75 80 

Val Val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg His Glu Ala Tyr Gly 

85 . 90 95 

Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu . Asp Phe Pro Arg Gin 
100 105 110 
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Leu Ala Leu lie Lys Glu Leu Val Asp Leu Leu Gly Leu Ala Arg Leu 
115 120 125 

Glu Val Pro Gly Tyr Glu Ala Asp Asp Val Leu Ala Ser Leu Ala Lys 
130 135 140 

. Lys Ala Glu Lys Glu Gly Tyr Glu- Val Arg lie Leu Thr Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Asp Leu Tyr Gin Leu Leu -Ser Asp Arg lie His Val Leu His Pro Glu 
165 170 - 175 

Gly Tyr Leu lie Thr Pro Ala Trp Leu Trp Glu Lys Tyr Gly Leu Arg 
180 . 185 190 

Pro Asp Gin Trp Ala Asp Tyr Arg Ala Leu Thr Gly Asp, Glu Ser Asp 
195 200 - 205 

Asn Leu Pro Gly Val Lys Gly . lie Gly Glu Lys Thr Ala Arg Lys Leu 
210 215 220 : 

Leu Glu Glu Trp Gly Ser Leu Glu Ala Leu Leu Lys Asn Leu Asp Arg 
225 230 235 240 

Leu Lys Pro Ala lie Arg Glu Lys lie Leu Ala His Met Asp Asp Leu 

245 250 255 '■ 

Lys Leu Ser Trp Asp Leu Ala Lys Val Arg Thr Asp Leu Pro Leu Glu 
260 265 " ' 270, 

Val Asp Phe Ala Lys Arg Arg Glu Pro Asp Arg Glu Arg Leu Arg Ala 
275 280 285 . 

Phe Leu Glu Arg Leu Glu Phe Gly Ser Leu Leu His Glu Phe Gly Leu 
290 295 300 

Leu Glu Ser Pro Val Arg Glu : His Pro Ala Val Val Asp lie Phe Glu 
305 310 315 320 

Tyr Asp lie Pro Phe Ala Lys Arg Tyr Leu lie Asp Lys Gly Leu lie 
325 330 335 

Pro Met Glu Gly Glu Glu Glu Leu Lys lie Leu Ala Phe Asp lie Glu 
340 345 . 350 

Thr Leu Tyr His Glu Gly Glu Glu Phe Gly. Lys Gly Pro lie lie Met 
355 360 365 

lie Ser Tyr Ala Asp Glu Asn Glu Ala Lys Val lie Thr .Trp Lys Asn 
370 375 380 . 
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lie Asp Leu Pro Tyr Val Glu Val val Ser Ser Glu Arg 'Glu Met lie . 
385 390 395 400 

Lys Arg Phe Leu Arg lie lie Arg Glu Lys Asp Pro Asp lie lie Val 
405 410 415 

Thr Tyr Asn Gly Asp Ser Phe Asp Phe Pro Tyr Leu Ala Lys Arg Ala 
420 425 430 

Glu Lys Leu Gly lie Lys Leu Thr He Gly Arg Asp Gly Ser Glu Pro 
435 440 445 

Lys Met Gin Arg lie Gly Asp Met Thr Ala Val Glu Val Lys Gly Arg 
450 455 460 

lie His Phe Asp Leu Tyr His Val He Thr Arg Thr, lie Asn Leu Pro 
465 470 475 480 

Thr Tyr Thr Leu Glu Ala Val Tyr Glu Ala He Phe Gly Lys Pro Lys 
485 490 495 

Glu Lys Val Tyr Ala Asp Glu lie Ala Lys Ala Trp.Glu Ser Gly Glu 
500 505 ' 510 

Asn Leu Glu Arg Val Ala Lys Tyr Ser Met Glu Asp Ala Lys Ala Thr 
515 , 520 525 

Tyr Glu Leu Gly Lys Glu Phe Leu Pro Met Glu lie Gin Leu Ser Arg 
530 535 540 

Leu Val Gly Gin Pro Leu Trp Asp Val Ser Arg Ser Ser Thr Gly Asn 

545 550 •> 555 - 560 

Leu Val Glu Trp Phe Leu Leu Arg Lys Ala Tyr Glu Arg Asn Glu Val 
565 570 " 575 

Ala Pro Asn Lys Pro Ser Glu Glu Glu Tyr Gin Arg Arg Leu Arg Glu 
580 585 590 

Ser Tyr Thr Gly Gly Phe Val Arg Leu Asp Val Ala. Tyr Leu Arg Ala 
595 600 605 

Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu He Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val 
610 615 620 

Phe Arg Leu Ala Gly His Pro Phe Asn Leu Asn Ser Arg Asp Gin Leu 
625 630 , 635 640 

Glu Arg Val Leu Phe Asp Glu Leu Gly Leu Pro Ala He Gly Lys Thr 

645 650 655 
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Glu Lys Thr Gly Lys Arg Ser Thr Ser Ala Ala Val Leu Glu Ala Leu 
660 665 670 

Arg Glu Ala His Pro lie Val Glu Lys lie Leu Gin Tyr Arg Glu Leu 
675 680 685 

Thr Lys Leu Lys Ser Thr Tyr lie Asp Pro Leu Pro Asp Leu lie His 
690 695 700 

Pro Arg Thr Gly Arg Leu His Thr Arg Phe Asn Gin Thr Ala Thr Ala 
705 ■ . 710 715 720 

Thr Gly Arg Leu Ser Ser Ser Asp Pro Asn Leu Gin Asn lie Pro Val 
725 730 '735 

Arg Thr Pro Leu Gly Gin Arg lie Arg Arg Ala Phe lie Ala Glu Glu 
740 745 750 

Gly Trp Leu Leu Val Ala Leu Asp Tyr Ser Gin lie Glu Leu Arg Val 
. 755 760 765 

Leu Ala His Leu Ser Gly Asp Glu Asn Leu lie Arg Val Phe Gin Glu 
770 775 780 

Gly Arg Asp lie His Thr Glu Thr Ala Ser Trp Met Phe Gly Val Pro 
785 790 795 800 

Arg Glu Ala Val Asp Pro Leu Met Arg Arg Ala Ala Lys Thr lie Asn 
805 810 ' 815 

Phe Gly Val Leu Tyr Gly Met Ser Ala His Arg Leu Ser Gin Glu Leu 
820 825 830 

Ala lie Pro Tyr Glu Glu Ala Gin Ala Phe lie Glu Arg Tyr Phe Gin 
835 840 845 

Ser Phe Pro Lys Val Arg Ala Trp lie Glu Lys Thr Leu Glu Glu Gly 
850 855 860 

Arg Arg Arg Gly Tyr Val Glu Thr Leu Phe Gly Arg Arg Arg Tyr Val 
865 870 875 880 



Leu Ala Met val Lys Leu Phe Pro Arg Leu Glu Glu Met Gly Ala Arg 
915 920 925 
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Pro Asp Leu Glu Ala Arg Val Lys Ser Val Arg Glu Ala Ala Glu Arg 

885 890 895 55 

Met Ala Phe Asn Met Pro Val Gin Gly Thr Ala Ala Asp Leu Met Lys 
900 905 910 
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Met Leu Leu Gin Val His Asp Glu Leu Val Leu Glu Ala Pro Lys Glu 
930 935 940 

Arg Ala Glu Ala Val Ala Arg Leu Ala Lys Glu Val Met Glu Gly Val 
945 . 950 955 .960 

Tyr Pro Leu Ala val Pro Leu Glu Val Glu Val Gly lie Gly Glu Asp 
965 .970 . 975 

Trp Leu Ser Ala Lys Glu 

980 ' ' 



(2) AMGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : • 6 6 Basenpaare 

(B) ART: Wucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear . 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "oligonucleotide" 



(ix) MERKMAL: 

. (A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
(B) LAGE : 1 . .66 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13 : 
GAA TTC ATG AGG GGC TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GCT GCT GAC GAT 48 
GAC GAT AAA ATG AGG GGC ... 66 



45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 



' (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

50 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 14 : 



55 
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Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ala Asp Asp Asp Asp 
1 5 10 15 

Lys Met Arg Gly 
20 



65 



Patentanspriiche 

1. Polymerasenchiinare zusammengesctzi aus funktionellen Aminosaurefragmcnten von mindestens zwei unter- 
schiedlichen Polynierasen T wobei die funktionellen Aminosaurefragmenten in der Polyraerasenchimare aktiv, sind 
und die Polymerasenchimare 5'-3'-Polymeraseakti vital aufweist. 
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2. Polymcrascnchimarc gemiiB Anspruch 1 zusammcngcsct/l aus funktionellcn Aminosaurcfragmcntcn von min- 
dcslcns zwci unlcrschicdlichcn Polymerases wobci dicerste odcrdic zweile Polymerase 3'-5 , -l : ixonukleaseakt.ivitat 
aufweist und die Polymcrascnchimarc sowohl 5 , -3 f -Poly!ncrascakLivil.ai. als auch 3 , -5 , -l:ixonuklcascakl.ivitat. auf- 
wcist. 

3. Polymerasenchimarc gcmaB Anspruch oder 2, wobci die Aniinosaurefragmcnic jeweils Polymcrasendomanen 5 
dcr crstcn oder zwci ten Polymerase entsprechen. 

4. Polymcrascnchimarc gemiiB cincm dcr Anspriichc 1, 2 oder 3, wobci die crslc oder die zweile Polymerase die 
Taq DNA Polymerase ist, 

5. Polymcrascnchimarc gemaB cincm dcr Anspriichc 1 bis 4, wobci die 3'-5 , -lixonukleaseakl.i vital aufweisende Po- 
lymerase cine Pol-I-'ryp-Polymerase ist. . 10 

6. Polymcrascnchimarc gcmaB cincm dcr Anspriichc 1 bis 4, wobci die 3'-5'-Exonuklcaseaktivitat aufweisende Po- 
lymerase cine Pol- II-Typ- Polymerase ist. 

7. Polymerasenchimiirc gcmaB cincm dcr Anspriichc 1 bis 6, wobci in die Aminosauresequcnz dcr Chimarc TTisti- 
din-tags cingebaul wurden. 

8. DNA-Scqucnz einer Polymcrascnchiniarc gcmaB einem dcr Anspriichc 1 bis 7. 15 

9. DNA-Sequcnz einer Polymcrascnchimarc gcmaB SEQ.E). No 1. 

10. DNA-Scqucnz ciner Polymcrascnchimarc, gcmaB SBQ.D3.No 2. 

1 1 . DNA-Scqucnz einer Polymcrascnchimarc gcmaB SEQ.ID.No 3. 

12. DNA-Scquen/. einer Polymcrascnchimarc gcmaB SEQ.ID. No 4. 

13. DNA-Scquen/ einer Polymcrascnchimarc gcmaB SEQ.ID. No 5. 20 

14. DNA-Scqucnz einer Polymcrascnchimarc gcmaB SEQ.ID. No 6. 

15. Vektor enthallcnd cine DNA-Sequenz gcmaB der Anspriichc 8 bis 14. 

16. Transfonnierte Zcllc die den Vektor gemiiB Anspruch 15 enihalt. 

17. Verfahrcn /ur Hcrslcllung dcr Polymcrasenchimaren gcmaB cincm dcr Anspriichc 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zcichnel, daB das Vcrfahrcn die folgcndcn Schritle umfaBt: 25 

- "Planung von Varianl.cn mil Hilfc von Aminosauresequenzalignmenls, von 31>Modellen oder mil Hi lie von 
cxpcrimentcll cnnitl.cll.cn 3D-St.rukt.urcn 

- gcntechnischc Hcrslcllung der Domanenaustauschvarianlen 

- Lcgicrung dcr DNA-Fragmente in Ausgangsvektorcn 

- Expression dcr Chimaren, in cincm Wirt, dcr durch DNA-Fragmcnt tragenden Vcktorcn transformicrt wurde 30 
Aufreinigung dcr exprimicrt en Polymcrascnchimarc 

18. Verwendung der Polymcrasenchimaren gcmaB einem der Anspriichc 1 bis 7 zur PCR. 

19. Verwendung dcr Polymcrasenchimaren gcmaB Anspruch 1 zur Sequcnzicrung von DNA-Fragmcnten. 

20. Verwendung der Polymcrasenchimaren gcmaB Anspruch 1 zur RT-PCR ausgehend von einem RNA-teniplatc. 

21 . Kit enthallcnd cine Polymerascnchimare gemaB einem dcr Anspriichc 1 bis 7. 35 



Hierzu 22 Scile(n) Zcichnungcn 
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- Leerseite - 



BNSDOCID: <DE_19810879A1_L> 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19810 879A1 
C12N 9/12 

16. September 1999 



Abbildung 1/1 

SEQ ID No.: 1 

DNA-Sequenz : ' 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCG GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC . CCACGCCGGA GGACTTTCCC GGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
- 451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551' GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA 
951 TGAAGAAACA CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT 
1001 TTGCATTTGA TACCGAAACC GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG 
1051 GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC GTAGCGGCAT ATATTCCGGT 
110a TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC GAGCGTGGAC 
1151 TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 
1201 CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GGATTGAACT 
1251 GCGTGGGATT GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG 
1301 TTGCCGGGCG TCACGATATG GACAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT AAAGGCAAAA ATCAACTGAC 
14 01 CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC GCCGAAGATG 
1451 CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 
1501 CACGAGAGGC TCCTTTGGCT TTACCGGGAG GTGGAGAGGC CCCTTTCCGC 
1551 TGTCCTGGCC C AC AT GG AGG CCACGGGGGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601 TCAGGGCCTT GTCCCT GGAG GTGGCCGAGG AGGTCGCCCG CCTCGAGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGGCGG CCACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAG AT C CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC 
2001 GCT TGGGC AG AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACAT CC A 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCCGTGGACC 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC AAGACCATCA ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
2451 CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



902 037/472 

BNSDOCID: <DE_19810879A1_I_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Int. CI; 6 : 

Offenlegungstag: 



DE198 10 879A1 
C 12 N 9/12 

16. September 1999 



Abbildung 1/2 

SEQIDNo.: 1 

2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 
2 601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 
2 651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 
27 01 ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA ^ 



SEQIDNo : 7 

Amino saures equenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV FGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPfiGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR. LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 E FGLLESPYD NYVTILDEET UCAWIAKLEK APVFAFDTET DSLDNI SANIr 

351 VGLSFAIEPG VAAYIFVAHD YUDAPDQI SR ERATtF.T.T.KPI* LEDEKALKVG 

401 QNLKYDRGIL ANYGIELRGI AFDTMLESYI UNSVAGRHDM DSLAERWLKH 

4 51 KTITFEEIAG KGKNQLTFNQ IALEEAGRYA AEDADVTLQL HLKMWPDLQK 

501 HERLLWLYRE VERPLSAVLA HMEATGVRLD VAYLRALSLE VAEEVARLEA 
551 . EVFRLAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 REAHPIVEKI. LQYRELTKLK STYIDPLPDL IHPRTGRLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIRRAFIAEE GWLLVALDYS QIELRVLAHL 

701 SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA KTINFGVLYG 

751 MSAHRLSQEL AIPYEEAQAF IERYFQSFPK VRAWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKEVMEGVYP LAVPLEVEVG 

901 IGEDWLSAKE 



BNSDOCID: <DE_19810879A1J_> - 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Off e n I eg u n gsta g : 



DE198 10 879A1 
C 12 N 9/12 

16. September 1999 



Abbildung 2/1 

SEQIDNo.:2 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TAT TTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
2Q1 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTT CCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GGATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC* CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC \ 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTATGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA 
951 TGAAGAAACA CTGAAAGCGT GGATTGCGAA GCTGGAAAAA GCGCCGGTAT 
1001 TTGCATTTGA TACCGAAACC GACAGCCTTG ATAACATCTC TGCTAACCTG 
1051 GTCGGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC GTAGCGGCAT ATATTCCGGT 
1101 TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATCA AATCTCTCGC GAGCGTGCAC 
1151 TCGAGTTGCT AAAACCGCTG CTGGAAGATG AAAAGGCGCT GAAGGTCGGG 
1201 CAAAACCTGA AATACGATCG CGGTATTCTG GCGAACTACG GCATTGAACT 
1251 GCGTGGGATT GCGTTTGATA CCATGCTGGA GTCCTACATT CTCAATAGCG 
1301 TTGCCGGGCG TCACGATATG GAGAGCCTCG CGGAACGTTG GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCTGGT AAAGGCAAAA ATCAACTGAC 
1401 CTTTAACCAG ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACGTTACGCC GCCGAAGATG 
1451 CAGATGTCAC CTTGCAGTTG CATCTGAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 
1501 GACAAAGGGC CGTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGTGCC 
1551 GGTGCTTTCA CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601 TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGAGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
1701 GCTGGAAAGG GTCCTCTTTG ACGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTCCT GGAGGCCCTC 
1801 CGCGAGGCCC ACCCCATCGT GGAGAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTCAC 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGACGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 
1951 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCACCCC 
2 001 GCTTGGGCAG . AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACTATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA 
2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGGGAG GCGGTGGACC 
2201 CCCTGATGCG CCGGGCGGCC AAGACC AT C A ACTTCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCGGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT ACGAGGAGGC 
2301 CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGAA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGACC 
2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTGCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 
2451 , CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC GCATGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 
2501 CCGCCGCCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



902 037/472 



BNSDOCID: <DE_19810879A1_I_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 . -^"V 9 " 

Int.CI. 6 : C 12 N 9/12 



Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 16. September 1999 



Abbildung 2/2 

SEQ ID No.: 2 

2551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTCAG GTCCACGACG AGCTGGTCCT 
2601 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG CGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 
2651 TCATGGAGGG GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGG 
2701 ATAGGGGAGG ACTGGCTCTC CGCCAAGGAG TGA 



SEQ ID No.: 8 

^l^MRGSHHHHH^AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPKDFP RQLALI KELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 AI/TGDE SDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAI REKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPYD NYVTIUDEET LKAWIAKLEK APVFAFDTET DSLDNISANL 

351 VGLSFAIEPG VAAYIPVAHD YLDAPPQISR EIU^yBLI«P^_^DEKAl«VG 

401 QNLKYDRGIL ANYGIELRGI AFDTMLESYI LNSVAGRHDM DSIAERWIJCH 

451 KTITFEEIAS KGKNQLTFNQ lALEEAGRYA AEDABVTLQI. HLKMWPDLQK 

501 HKGPLNVFEN IEMPLVPVLS RIERNGVRLD VAYLRALSLE VAEEIARLEA 

551 EVFRLAGHPF NLNSRDQLER VLFDELGLPA IGKTEKTGKR STSAAVLEAL 

601 REAHPIVEKI. LQYRELTKLK STYIDPLPDL IHPRTGRLHT RFNQTATATG 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLGQ RIRRAFIAEE GWLLVALDYS QIELRVLAHL 

701 - SGDENLIRVF QEGRDIHTET ASWMFGVPRE AVDPLMRRAA KTINFGVLYG 

751 MS AH RL SQ EL AIPYEEAQAF IERYFQSFPK VRAWIEKTLE EGRRRGYVET 

801 LFGRRRYVPD LEARVKSVRE AAERMAFNMP VQGTAADLMK LAMVKLFPRL 

851 EEMGARMLLQ VHDELVLEAP KERAEAVARL AKE VMEGVY P LAVPLEVEVG 

901 IGEDWLSAKE 



BNSDOCID: <DE_19810879A1_L> 
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2EICHNUNGEN SEITE 5 



(Mummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE198 10 879A1 
C12N 9/12 

16. September 1999 



Abbildung3/1 

SEQIDNo.:3 

DRA-Sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 

51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG . 

■ 101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 

151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 

201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 

251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 

301 GGCCGGGCCC CCAGGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 

351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 

4.01 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 

451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 

501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 

551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 

.. 601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCAT CGG 

651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 

701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 

751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCT GGGC A AGGTGCGCAC 

801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG . 

8 51 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC ; 

901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT G GAT ACAG AA TAGTGAAAGA 

951 CCTGGTGGAA TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT 

1001 TCGCCATAGA TCTTGAGACG TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT 

1051 GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG GAAGCGTACT ACATACCACT; 

1101 CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT CTGAAAAAGC 

1151 TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 

1201 AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC 

1251 TCACTTCGAC ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA 

1301 AGTTCAATCT GGACGATCTC GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC 

1351 TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT 

14 01 TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT GAAGATGCCG 

1451 ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGAG 

1501 AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGT GGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT 

1551 GGCCCACATG GAGGCCACGG GGGTGCGCCT GGACGTGGGC TATCTCAGGG 

1601 CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC . 

1651 TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC AACTCCCGGG ACCAGCTGGA 

1701 AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC AAGACGGAGA 

1751 AGACCGGC AA GCGCTCCACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 

1801 GCCGACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGAGC TCACCAAGCT 
1851 GAAGAGCACC TACATTGACC CGTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG 

1901 GCCGCCTCCA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA 

1951 AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG 

2Q0X GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG CTATTGGTGG 

2051 CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 

2101 GACGAGAACC TGATCCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA 

2151 GACCGCCAGC TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA 

2201 TGCGCCGGGC GGCCAAGACC ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG 

2251 GCCCACCGCC' TCTCCCAGGA GCTAGCCATC CCTTACGAGG AGGCCCAGGC 

2301 CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG GCCTGGATTG 

2351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 

2401 GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG 

2451 GGAGGCGGCC GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG 

2501 CCGACCTCAT GAAGCTGGCT AT GGTGAAGC TCTTCCCCAG GCT GGAGGAA 
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ZEICHNUNGEN SEITE6 



IntCI. 6 : 

Offenlegungstag: 




DE19810 879A1 
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16. September 1999 



Abbildung 3/2 

SEQ ID No . : 3 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC 
2601 CCCAA&AGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG* GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGGC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQ ID No : 9 

Aminosauresequenz : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRT FHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPFV GYRIVKDLVE FEBOLIEKLRE SPSFAIDLET SSLDPFDCDI 

351 VGISVSFKPK EAYYIPLHHR NAQNIiDEKEV liKKLKEILED PGAKIVGQNL 

401 KFDYKVLMVK GVEPVPPHFD TMIAAYLLEP NEKKFNUDDL ALKFLGYKMT 

451 SYQELMSFSS PLFGFSFADV PVEKAANYSC EDADITYRLY KILSUCLHEE 

501 RLLWLYREVE RPLSAVLAHM EATGVRLDVA YLRALSLEVA EEIARLEAEV 

551 FRLAGHPFNL NSRDQLERVL FDELGLPAIG KTEKTGKRST SAAVLEALRE 

601- AHPIVEKILQ YRELTKLKST' YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 SSSDPNLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVALDYSQI ELRVLAHLSG 

701 DENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQELAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA ERMAFNMPVQ GTAADLMIGLA MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLEAPKE RAEAVARLAK EVMEGVYPLA VPLEVEVGIG 
901 ' EDWLSAKE 



902 037/472 



BNSDOCID: <DE__19810879A1_I_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



m 
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Offenlegungstag: 
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Abbildung4/1 

SEQK>No.:4 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT. CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AAT GAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG. CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC :GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCCCGTT GGATACAGAA TAGTGAAAGA* 
951 CCTGGTGGAA TTTGAAAAAC TCATAGAGAA ACTGAGAGAA TCCCCTTCGT 
1001 TCGCCATAGA TCTTGAGACG TCTTCCCTCG ATCCTTTCGA CTGCGACATT 
1051 GTCGGTATCT CTGTGTCTTT CAAACCAAAG GAAGCGTACT ACATACCACT 
1101 CCATCATAGA AACGCCCAGA ACCTGGATGA AAAAGAAGTT CTGAAAAAGC 
1151 TAAAAGAAAT CCTGGAGGAC CCCGGAGCAA AGATCGTTGG TCAGAATTTG 
1201 AAATTCGATT ACAAGGTGTT GATGGTAAAG GGTGTTGAAC CTGTCCCTCC 
1251 TCAC TTCGAC ACGATGATAG CGGCTTACCT TCTTGAGCCG AACGAAAAGA 
1301 AGTTCAATCT GGACGATCTC GCATTGAAAT TTCTTGGATA CAAAATGACC 
1351 TCTTACCAGG AACTCATGTC CTTCTCTTCT CCGCTGTTTG GTTTCAGTTT 
1401 TGCCGATGTT CCTGTAGAAA AAGCAGCGAA CTATTCCTGT GAAGATGCAG 
1451 ACATCACCTA CAGACTCTAC AAGATCCTGA GCTTAAAACT CCACGAGGCA 
1501 GATCTGGAGA ACGTGTTCTA CAAGATAGAA ATGCCTCTTG TGAGCGTGCT 
1551 TGCACGGATG GAACTGAACG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG 
1601 CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC GAGGAGATCG CCCGCCTCGA GGCCGAGGTC 
1651 TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTCAACCTC AACTCCCGGG ACCAGCTGGA 
1701 AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC AAGACGGAGA 
1751 AGACCGGCAA GCGCTCTACC AGCGCCGCCG TCCTGGAGGC CCTCCGCGAG 
1801 GCCCACCCCA * TCGTGGAGAA GAT CCTGC AG TACCGGGAGC TCACCAAGCT 
1851 GAAGAGCACC TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTCATCCAC CCCAGGACGG 
1901 GCCGCCTCCA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA 
1951 AGTAGCTCCG ATCCCAACCT CCAGAACATC CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG 
2001 GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATCGCCGA GGAGGGGTGG CTATTGGTGG 
2051 CCCTGGACTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 
2101 GACGAGAACC T GAT CCGGGT CTTCCAGGAG GGGCGGGACA TCCACACGGA 
2151 GACCGCCAGC TGGATGTTCG GCGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA 
2201 TGCGCCGGGC GGCCAAGACC ATCAACTTCG GGGTCCTCTA CGGCATGTCG 
2251 GCCCACCGCC TCTCCCAGGA GCTAGCCATC CCTTACGAGG AGGCCCAGGC 
2301 CTTC ATT GAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGTGCGG GCCTGGATTG 
2351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 
2401 GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG 
2451 GGAGGCGGCC GAGCGCATGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAG GGCACCGCCG 
2501 CCGACCTCAT GAAGCTGGCT ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA 
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SEQIDNo.:4 

2551 ATGGGGGCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GACGAGCTGG TCCTCGAGGC 
2601 CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG GCTGGCCAAG GAGGTCATGG 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQ ID NO.: 10 

AminosSuresequenz: ./ 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHIiA YRTFHALKGL 

51, TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI , HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT * ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPFV GYRXVKDLVE FEKLIEKLRE SPSFAIDI*ET SSLDPFDCDI 

351 VGISVSFKPK EAYYIPLHHR NAQNLDEKEV LKKLKEILED PGAKIVGQNL 

401 KFDYBCVLMVK" GVEPVPPHFD TMIAAYLLEP NEKKFNLDDL ALKFLGYKMT 

451 SYQELMSFSS PLFGFSFADV PVEKAANYSC EDADITYRLY KILSLKLHEA 

501 DLENVFYKIE MPLVSVIARM ELNGVRLDVA YLRALSLEVA EE IARLEAEV 

551 FRLAGHPFNL NSRDQLERVL FDELGLPAIG KTEKTGKRST SAAVLEALRE 

601 AHPIVEKILQ YRELTKLKST YIDPLPDLIH PRTGRLHTRF NQTATATGRL 

651 SSSDPNLQNI PVRTPLGQRI RRAFIAEEGW LLVALDYSQI ELRVLAHLSG 

701 DENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPLMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQELAI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEEG RRRGYVETLF 

801 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA ERMAFNMPVQ GTAADLMKLA MVKLFPRLEE 

851 MGARMLLQVH DELVLEAPKE RAEAVARLAK E VMEGVY PL A VPLEVEVGIG 

901 EDWLSAKE 
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SEQIDNo.:5 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGG.TGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC • 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551. GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGT C A AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGG TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCC AC AT GG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC . 
■ 8 01 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG ; 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC " 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCCATCCA 6CAGTTGTGG ACATCTTCGA 
951 ATACGATATT CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCGACAAA GGCCTAATAC 
1001 CAATGGAGGG GGAAGAAGAG CTAAAGATTC TTGCCTTCGA. TATAGAAACC 
1051 CTCTATGACG AAGGAGAAGA GTTTGGAAAA GGCCCAATTA TAATGATTAG 
1101 TTATGCAGAT GAAAATGAAG CAAAGGTGAT TACTTGGAAA AACATAGATC r 
1151 TTCCATACGT TGAGGTTGTA TCAAGCGAGA GAGAGATGAT AAAGAGATTT 
1201 CTCAGGATTA TCAGGGAGAA GGATCCTGAC ATTATAGTTA CTTATAATGG 
1251 AGACTCATTC GACTTCCCAT ATTTAGCGAA AAGGGCAGAA AAACTTGGGA 
1301 TTAAATTAAC CATTGGAAGA GATGGAAGCG AGCCCAAGAT GCAGAGAATA 
1351 GGCGATATGA CGGCTGTAGA AGTCAAGGGA AGAATAGAXT TCGACTTGTA 
1401 TCATGTAATA ACAAGGACAA TAAATC TCCC AACATACACA CTAGAGGCTG 
1451 TATATGAAGC AATTTTTGGA AAGCCAAAGG AGAAGGTATA CGCCGACGAG 
1501 ATAGCAAAAG CCTGGGAAAG TGGAGAGAAC CTTGAGAGAG TTGCCAAATA 
1551 CTCGATGGAA GATGCAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCTTC 
1601 CAATGGAAAT TCAGCTTTCA GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAGGTG 
1651 GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CQTGGCCCAC ATGGAGGCCA CGGGGGT GCG 
1701 CCTGGACGTG GCCTATCTCA GGGCCTTGTC CCTGGAGGTG GCCGAGGAGA 
1751 TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC TGGCCGGCCA CCCCTTCAAC 
1801 CTCAACTCCC. GGGACCAGCT GGAAAGGGTC CTCTTTGACG AGCTAGGGCT 
1851 TCCCGCCAT'C GGCAAGACGG AGAAGACCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG 
1901 CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC GAGGCCCACC CCATCGTGGA GAAGATCCTG 
1951 CAGTACCGGG AGCTCACCAA GCTGAAGAGC ACCTACATTG ACCCCTTGCC 
2001 GGACCTCATC CACCCCAGGA CGGGCCGCCT CCACACCCGC TTCAACCAGA 
2051 CGGCCACGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT CCGATCCCAA CCTCCAGAAC 
2101 ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGGCAGAGG ATCCGCCGGG CCTTCATCGC 
2151 CGAGGAGGGG TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCCAG ATAGAGCTCA 
2201 GGGTGCTGGC CCACCTCTCC GGCGACGAGA ACCTGATCCG GGTCTTCCAG 
2251 GAGGGGCGGG ACATCCACAC GGAGACCGCC AGCTGGATGT TCGGCGTCCC 
2301 . CCGGGAGGCC GTGGACCCCC TGATGCGCCG GGCGGCCAAG ACCATCAACT 
2351 TCGGGGTCCT CTACGGCATG TCGGCCCACC GCCTCTCCCA GGAGCTAGCC 
2401 ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCTTCAT? GAGCGCTACT TTCAGAGCTT 
2451 CCCCAAGGTG CGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC 
2501 GGGGGTACGT GGAGACCCTC TTCGGCCGCC GCCGCTACGT GCCAGACCTA 
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Abbildung 5/2 

SEQ ID No.: 5 

2551 GAGGCCCGGG TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG GCCGAGCGCA TGGCCTTCAA 
2601 CATGCCCGTC CAGGGCACCG CCGCCGACCT CATGAAGCTG GCTATGGTGA 
2651 AGCTCTTCCC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG CCAGGATGCT CCTTCAGGTC 
2701 CACGACGAGC TGGTCCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC 
2751 CCGGCTGGCC AAGGAGGTCA TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC 
2801 TGGAGGTGGA GGTGGGGATA GGGGAGGACT GGCTCTCCGC CAAGGAGTGA 



SEQ ID No.: 11 

'■^ n °ft^HI^irAkDDDDKMM'MLPLFEPKBR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYIiI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKGIGEKT ARKLLEEWGS -LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

25 1 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPHP AWDIFEYDI PFAKFYLIDK GLIPMEGEEE LKIIAFDIET 

351 LYHEGEEFGK GPIIMXSYAD ENEAKVITWK NIDI^XVEW SSEREMIKRF 

401 UIIIREKDPD IIVTYNGDSF DFPYIAKRAE KLGIKLTIGR DGSEPKMQRI 

451 GDMTAVEVKG RIHFDLYHVI TRTINLPTYT LEAVYEAIFG KPKEKVYADB 

501 IAKAWESGEN LERVAKYSME DAKATYELGK EFLPMEIQLS ERLLWLYREV 

551 ERPLSAVLAH MEATGVRLDV AYLRALSLEV AEEIARLEAE VFRLAGHPFN 

601 LNSRDQLERV LFDELGLPAI GKT EKTGKRS TSAAVLEALR EAHPIVEKIL 

651 QYRELTKLKS TYIDPLPDLI HPRTGRLHTR FNQTATATGR LSSSDPNLQN 

701 IPVRTPLGQR IRRAFIAEEG WLLVALDYSQ IELRVLAHLS GDENLIRVFQ 

751 EGRDIHTETA SWMFGVPREA YDPLMRRAAK TINFGVLYGM SAHRLSQELA 

801 IPYEEAQAFI ERYFQSFPKV RAWIEKTLEE GRRRGYVETL FGRRRYVPDL 

851 EARVKSVREA AERMAFNMPV . QGTAADLMKL AMVKLFPRLE ?MGARMX.LQV 

901 HDELVLEAPK ERAEAVARLA . KEVMEGVYPL AVPLEVEVGI GEDWLSAKE 
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SEQIDNo.:6 

DNA-Sequenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA- 
351 GGAGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCQTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC 
801 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG* 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCGTTAGA GAACATCCAG CAGTTGTGGA 
951 CATCTTCGAA TACGATATTC CATTTGCAAA GAGATACCTC ATCGACAAAG 
1001 GCCTAATACC AATGGAGGGG GAAGAAGAGC TAAAGATTCT TGCCTTCGAT 
1051 ATAGAAACCC TCTATCACGA AGGAGAAGAG TTTGGAAAAG GCCCAATTAT 
1101 AATGATTAGT TATGCAGATG AAAA1*GAAGC AAAGGTGATT ACTTGGAAAA 
1151 ACATAGATCT TCCATACGTT GAGGTTGTAT CAAGCGAGAG AGAGATGATA 
1201 AAGAGATTTC TCAGGATTAT CAGGGAGAAG GATCCTGACA TTATAGTTAC 
1251 TTATAATGGA GACTCATTCG ACTTCCGATA TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA 
1301 AACTTGGGAT TAAATTAACC ATTGGAAGAG ATGGAAGCGA GCCCAAGATG 
1351 CAGAGAATAG GCGATATGAC GGCTGTAGAA GTCAAGGGAA GAATACATTT 
1401 CGACTTGTAT CATGTAATAA CAAGGACAAT AAATCTCCCA ACATACACAC 
1451 TAGAGGCTGT ATATGAAGCA ATTTTTGGAA AGCCAAAGGA GAAGGTATAC 
1501 GCCGACGAGA TAGCAAAAGC CTGGGAAAGT GGAGAGAACC TTGAGAGAGT 
1551 TGCCAAATAC TCGATGGAAG ATGCAAAGGC AACTTATGAA CTCGGGAAAG 
1601 AATTCCTTCC AATGGAAATT CAGCTTTCAA GATTAGTTGG AGAACCTTTA 
1651 TGGGATGTTT GAAGGTGAAG CACAGGGAAC CTTGTAGAGT GGTTCTTACT 
1701 TAGGAAAGCC TACGAAAGAA ACGAAGTAGC TCCAAACAAG CCAAGTGAAG 
1751 AGGAGTATCA AAGAAGGCTC AGGGAGAGCT ACACAGGTGG ATTCGTGCGC 
1801 CTGGACGTGG * CCTATCTCAG GGCCTTGTCC CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT 
1851 CGCCCGCCTC GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT GGCCGGCCAC CCCTTCAACC 
1901 TCAACTCCCG GGACCAGCTG GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGGTT 
1951 CCCGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC 
2001 CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATCGTGGAG AAGATCCTGC 
2051 AGTACCGGGA GCTCACCAAG CTGAAGAGCA CCTACATTGA CCCCTTGCCG 
2101 GACCTCATCC ACCCCAGGAC GGGCCGCCTC CACACCCGCT TCAACCAGAC 
2151 GGCCACGGCC ACGGGCAGGC TAAGTAGCTC CGATCCCAAC CTCCAGAACA 
2201 TCCCCGTCCG CACCCCGCTT GGGCAGAGGA TCCGCCGGGC CTTCATCGCC 
2251 GAGGAGGGGT GGCTATTGGT GGCCCTGGAC TATAGCCAGA TAGAGCTCAG 
2301. GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG GTCTTCCAGG 
2351 AGGGGCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATGTT CGGCGTCCCC 
2401 CGGGAGGGCG TGGACCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT 
2451 CGGGGTCCTC TACGGCATGT CGGCCCACCG CCTCTCCCAG GAGCTAGCCA 
2501 TCCCTTACGA GGAGGCCCAG GCCTTCATTG AGCGCTACTT TCAGAGCTTC 
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SEQIDNo.: 6 

2551 CCCAAGGTGC GGGCGTGGAT TGAGAAGACC CTGGAGGAGG GCAGGAGGCG 
2601 GGGGTACGTG GAGACCCTCT TCGGCCGCCG CCGCTACGTG CCAGACCTAG 
2651 AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCAT GGCCTTCAAC 
2701 ATGCCCGTCC AGGGCACCGC CGCCGACCTC ATGAAGCTGG CTATGGTGAA 
2751 GCTCTTCCCC AGGCTGGAGG AAATGGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC 
2801 ACGACGAGCT GGTCCTCGAG GCCCCAAAAG AGAGGGCGGA GGCCGTGGCC 
2851 CGGCTGGGCA AGGAGGTCAT GGAGGGGGTG TATCCCCTGG CCGTGCCCCT 
2901 GGAGGTGGAG GTGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC AAGGAGTGA 



SEQIDNo.: 12 

Aminosauresequenz: ,,„ m ™-»-r™~T : 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRT FHALKGL 

51 TTSRGEPVQA VYGFAKSLLK ALKEDGDAVI WFDAKAPSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKELV DLLGLARLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYLI TPAWLWEKYG LRPDQWADYR 

201 ALTGDESDNL PGVKG IGEKT ARKLLEEWGS LEALLKNLDR LKPAIREKIL 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDFAKRRE PDRERLRAFL ERLEFGSLLH 

301 EFGLLESPVR EHPAWDIFE YDIPFAKRYI. IDKGLIPMEG EEELKILAFD 

351 IETLYHEGEE FGKGPIIMIS YADENEAKVI TWKNIDLPYV EWSSEREMI 

401 KRFLRIIREK DPD I XVTYNG DSFDFPYLAK RAEKLGIKLT IGRDGSEPKM 

451 QRIGDMTAVE VKGRIHFDLY HVITRTINLP TYTLEAVYEA IFGKPKEKVY 

501 ADEIAKAWES GENLE RVAKY SMEDAKATYE LGKEFLPMEI QLSRLVGQPL 

551 WDVSRSSTGN LVEWFXLRKA YERNEVAFNK PSEEEYQRRL. RESYTGGFVR 

601 LDVAYLRALS LEVAEE IARL EAEVFRLAGH PFNLNSRDQL ERVLFDELGL 

651 PAIGKTEKTG KRSTSAAVLE ALREAHPIVE KILQYRELTK LKSTYIDPLP 

701 DLIHPRTGRL HT RFNQTAT A TGRLSSSDPN LQNIPVRTPL GQRIRRAFIA 

751 EEGWLLVALD YSQIELRVLA HLSGDENLIR VFQEGRDIHT ETASWMFGVP 

801 REAVDPLMRR AAKTINFGVL YGMSAHRLSQ ELAIPYEEAQ AFIERYFQSF 

851 PKVRAWIEKT LEEGRRRGYV ETLFGRRRYV PDLEARVKSV REAAERMAFN 

901 MPVQGT AADL MKLAMVKLFP RLEEMGARML LQVHDELVLE APKERAEAvA 

951 RLAKEVMEGV YPLAVPLEVE VGIGEDWLSA KE* 
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MW NHis-TaqPol TaqEcl TaqTnel TaqTne2 MW 
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Abbildung 9 



Spezifische Aktivitaten der Domanenaustauschvarianten 
bei verschiedenen Temperatures 



80000,0 -, 




Temperatur [°C] 



TaqPol (BM) NHis-TaqPol —A— TaqEcl — TaqTnel -■— TaqTne2 
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Lambda-DNA Plasmidpa 
bp HI VI 1 2 1 2 VI in bp 



-250 
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Abbildungl3 

ohne Pol. TaqEcl (500 U/^l) ohne Pol TaqEcl (500 V/\il) 

600 15 30 45 60 90 180 600 min 600 15 30 45 60 90 180 600min 




- 23 mer 

- 20 mer 
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SEQIDNo.:l 

1 AFGAGGGGCT CGCATCACCA TC3\CCATCJIC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51* AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATr'TGAGCC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG 
101 TCGACGGCCA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGCC'TC 
151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGAGGGGGA CGCGGTGAtC OTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGCCGGGOCC CCAGGCCGGA GGACTTTOCC CGGCAACTGG CCCTC&TC&A 
351 GG&GCTGGTG GAGGTCCTGG GGCTG^SCG CCTCGAGGTC COGGGCTACG 
3 01 AGOCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTOGCCA AGAAGG C-SG A AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCftC CGCCGAGAAA GACCTTTACC AGCTCTCTTTC 
501 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTGATC ACCCOGGCCT 
551 GGClTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCCG ACCAGTGGGC CGACTACCGG 
£01 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCC03GGTGA AGGGGATCGG 
• 651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA. GTOGGGGAGC CTGGAA£5CCC 
701 TCCTCAAGAA CC^GGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCOCACATG3 ACGATCTGAA GCrCTCCTGG GACGTGGCCA AGGTGCGGAC 
801- OGAOCTGCCC CTGGAOGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 
SSI AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTO AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 
3Q1 GAOTTCGGCC TTCTGGAAAG CCCCtATGAC AACTACaTCA CCATCCTTOA 
951 TGAAQAAACA Ctt^ftAA«C<3T GGATTGCSAA OCTlflflAAAAA OCGCCG^TAT 
1001 5TOCATTTQA EACCGAAACC GACJW3DCTTO ABU\CA1!bT?0 TGCTAACCTO 

losi CTCoaacTn? ctttmctat 1 cga«x»o«: amaeeecM! atattccqqt 

1101 rrc?CTCATGAT TATCTTOATO CTCOCGATCA AATCTCTCGC GAGCGTGCAC 

1151 _TCGAGTTdCT AAAACCGCTG CTOCAAQATO AAAA30OGCT GAAOOTCGQQ 

12 Dl CAAAACCTGJV AATACOATCG CTOTATTGTa GCGJvACTACG GCATTOAACT 

1251 OCQTaGGATT <»C3TTTGATA CCATOCTGSA GTCCXACATT CTCAATA3CO- 

1301 TTOCCSCOCH? TCACaATATG GACAQCCTIM CGGAA/CGTTO GTTGAAJ3CAC 

1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA QATTaCTGGT AAA<SGCAAAA ATCAACTGAC 

1401 CTTTAACCAQ ATTQCCCTCG AAOAAGCCOC3 ACSTrACGCC GCCCZAAOATa 

1451 CAOATGTCAC CrTGCAGTlG GATGIOAAAA TGTOGCCGGA TCTGCAAAAA 

1501 CACG AG AGGC TCCTTTGGCT TVTACCGGGAG CTGGAGAGGC CCCTTTCCGC 

1551 TGTCCTGGCC CACATGGAG6 CCAEGGGGOT GCGCCTGGftC GTGGCCTATC 

1501 TCAGGGCCTT GTCCCTGGAG GTGGCCC5AO© AGOTCGCCCG CCTCGAGOlC 

1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CCACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACGA 

17 01 GCTGGAAAGG GTCCTCT'TTG AOGAGCTAGG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 

1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCAGCG CCGCCGTOCT GGSAGGCCOTC 

18*01 " CGCGAGGCCC ACCCCATCGT G^AOAAGATC CTGCAGTACC GGGAGCTGAC 

135 1 CARGCTGAAG AGCACCTACA TTGACCCCTT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 

1&01 GGACGC5GCOS CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 

19SI AGGCTAAOTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG ARCATCCCCG TGCGCAJCfccC 

20a I GCTTGGGCAG A<5GATCCGCC GGGCCtTCAT CGCCGAGOAG GGOTGGCTAT 

2051 TGGTGGCCCT GGAGTATAGC CAGATAGAGC TGAGGGTGCT GGCGGACCTC 

2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT CGGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCCA 

2151 CACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGr COOCCGGGAG GCCGTGGACC 

2201 CCCTGATGCG CCGGGGGGCC AAGACCATCA ACT1CGGGGT CCTCTACGCC 

2251 ATGTCGGCCC ACCGCC1CTC CCAGGACSCTA GCCATCCCTr ACGAGGAGGC 

23 Dl CCAGGCCTTC ATTGAGCGCT ACrTTGAGAG CTTCCCCAAG GTGCGGGCCT 

2351 GGArTGAGAA GACCCTGGAG GASGGCAGGA GGCGGGGGTA CGTGGAGftCC 

2401 CTCTTCGGCC GCCGCCGCTA CGTQCCAGAC CTAGAGGCCC GGGTGAAGAG 

2451 CGTGCGGGAG GCGGCCGAGC GCAIGGCCTT CAACATGCCC GTCCAGGGCA 

25*01 OCGCCC3CCGA CCTCATGAAG CTGGCTATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



902 037/472 



BNSiXWID: <DE_19810879A1TI_> 



□E 1SB 1 □ B7S A 1 

ZEICMNUNGEN SEITE 2 \WSf^. C II N 9(11 
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Abbildung 1/2 

SEQ ID No.: 1 



25 51 fiMONUiaae GGGCCAGGAT GGTCCT^AG «CC»DMfl«. 'gS^TCCT 

f c ^KaGGCCCGA AAAGACAGGG CGSAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCflA^ftGG 

l»l £££££££ SSSSSScc ctggccgtgc CCCTGGAGGT ggaggtgggg 

•2701 ATAGGGSAGG AGTGGCrCTG CGCCARGGAG TGA 



SEQ ID "No.: 7 



M ; nQ SSr^^^ MLPLPEPKGP. VXI.VDGKKLA YRTFHALKGL 

" ROLflLIKELV DLLGLRRLEV PGYEADDVLA SLAKKAEKEG 

^SSS 'SmSSSi Kvwfwgni iMWWffc romum- 

SkSnL PGVK5IGEKT AKKLLEEWGS KHJJWLPR. 
^mSSw ^MTOXDH LEVDFftKRRE -KWWUL ^G|LLH 
VrrfrESPYD WWTIIBEET tJCflWIWSUJK CflLDKISANL 

S5ESW X**™* 
.SfmSIMS KCKWQLTOWQ XAWEW5R** -MS&KWTWt; ! -™™£' 

sil! liiS Si iiii ISs 

SbS-SkS? SSS5SS 



101 

151 
201 
25-1- 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
6D1 
651 
701 

eoi 

B51 

901 ISEDHLSAKB 



BNSDOCID- <DE 1S810879A1TI_> 



902 COT/472 



2EICHWUNGEW SeiTE 3 Nummnr: □E10aiDB79Al 

Int. CI* C12N9/1Z 

Off e n I b gun gat eg; 16. SaptembBr 1999 



AbWlduog2/l 

SEQBDNo.:2 

.DNA-Sequanz s 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA TCACCATCAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 

51 AATGAGSGGC ATGCTACGGG TATTTGAGCC GAAGGGCCGG GTCCTCCTOG 

1D1 rCGftGQSCGA CCACCTGGCC TACCGGACCT TCCACGCCCT GAAGGGCCflTC 

151 ACCACCAGCC GGGTO5AGCC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCGAfcdGAG 

2Q1 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGAGGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251" ACGCCAAGGC CCCCTOCTTC CGCGACGAGG CCTACGGGGG GTftjCRAGGCG 

301 GGCCGGGCCC CCAOGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTGATCAA 

351 GGRGCTGSrG GACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 

$01 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 

451 TACGAGGTCC GGATCCTGAC CGCCGACAAA GAGCTTTACC AGCTCCTTTC 

5UI CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 

551 GGCTTTGGGA AAAGttAGGGC CTGAGGCCCG ftJCCAGTGGGC CGACTAGOSG 

601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGP-CRACCTT CCCGGGpTCA AGGGCATCGG 

651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC* CTGGRAGCCC 

701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 

751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCEC 

SOI CGACCTGCCC' CtGGAGGTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG 

851 AGAGGCTTAG GGCCT^TCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 

901 GAGT'TCGGCC TTCTGGAAAG CCCCTJVTGAC AACTACGTCA CCATCCTTGA 

351 TOAAGAAACA CTOAAAGCGT GGATTGCGAA GCTCGAAAAA GCGCCGGTAT 

1001 TTGC^-TTTCA TAGCGAAAGC O^CAGCCTTG ATAACATCTC TCCTAACCTS 

1051 GTCCGGCTTT CTTTTGCTAT CGAGCCAGGC GTAGCGGCAT ATATO'CCGGT 

1101 TGCTCATGAT TATCTTGATG CGCCCGATGA AATCTCTCQC GtAQCGTOCAC 

1151 TCGASTTGCT AAAACCGC2G CTGGAA0AT0 AAAAGGCGCT GAAaGTCGOfl 

1201 CAAAACCTGA AATACGATCG C00TATTCT9 HCGAACmCG GCAOTGAACT 

1251 GCGMteSM-T OCGTTTQATA CCMGCtfGC?* GTCCTACAT*F CTCAATAGCS 

13 Dl TTGCCGGGCG TCAGOATATG G&CftgOCTCG CGQAACGTTG GTTGAAGCAC 
1351 AAAACCATCA CTTTTGAAGA GATTGCT«GT AAAGGCAAAA ATCAACTdAC 

14 01 CttTCAACCAO ATTGCCCTCG AAGAAGCCGG ACG1TACGCC GCCGAAGATG 
1451 CAOATOTCAC CTTGCACTTG GATCTOAAAA TGTGGCCGGA TCTGCAAAAA 

15 01 CAGAAAGGGC COTTGAACGT CTTCGAGAAT ATCGAAATGC CGCTGGTGCC 
1551 GGTQCTTTCA CGCATTGAAC GTAACGGTGT GCGCCTGGAC GTGGCCTATC 
1601' TCAGGGCCM CTCCCTGGAG GTGGCCGAGG AGATCGCCCG CCTCGftGGCC 
1651 GAGGTCTTCC GCCTGGCCGG CGACCCCTTC AACCTCAACT CCCGGGACCA 
17 01 GCTGGAAAGG CTCCtCrrrG ACGAEC7TACG GCTTCCCGCC ATCGGCAAGA 
1751 CGGAGAAGAC CGGCAAGCGC TCCACCA.GCG CCGCC.GTCCT GGAG6CCCTC 
IB 01 CGCGASGCCC ACCCCATCGT GGftGAAGATC CTGGAGTACC GGGAGCTCAG 
1851 CAAGCTGAAG AGCACCTACA TrGACCCCfFT GCCGGACCTC ATCCACCCCA 
1901 GGAGGGGCCG CCTCCACACC CGCTTCAACC AGACGGCCAC GGCCACGGGC 
1551 AGGCTAAGTA GCTCCGATCC CAACCTCCAG AACATCCCCG TCCGCAGCCC 
2 001 GCTTGC5GCAG .AGGATCCGCC GGGCCTTCAT CGCCGAGGAG GGGTGGCTAT 
2051 TGGTGGCCCT GGACtATAGC CAGATAGAGC TCAGGGTGCT GGCCCACCTC 
2101 TCCGGCGACG AGAACCTGAT CCGGGTCTTC CAGGAGGGGC GGGACATCGA 
& 151 GACGGAGACC GCCAGCTGGA TGTTCGGCGT CCCCCGG5AG GGGGTGGACC 
22 01 CCCTGATGCG OCGGGCGGCC AAGACCATCA ACTSCGGGGT CCTCTACGGC 
2251 ATGTCQGCCC ACCGCCTCTC CCAGGAGCTA GCCATCCCTT AGGAGGAGGC 
2301 CCAGGOCTTC ATTGAGCGCT ACTTTCAGAG' CTTCCCC AAG GTGCGGGCCT 
2351 GGATTGAGSA GACCCTGGAG GAGGGCAGGA GGCGGGGGTA CCTGGAGACC 
2 4 01 CTCTTCGGGC GCCGCCGCTA CGTDGCCAGAC CTAGAGGCCC GGOTGAAGAG 
2451 , CGTGGGGGAG GCGGCCGAGC GGATGGCCTT CAACATGCGC GTGCAGGGCA 
2501 CCGCGGCCGA OCTGATGAAG CTGGCrATGG TGAAGCTCTT CCCCAGGCTG 



90C 037^72 



BNSDOCID: <DE_19810879A1TI_> 



ZEICHNUNGEW SEITE A 




□E18aiDB79Al 
C1ZN 912 

16. September 1999 



Abbildnng HI 

SEQIDNp,:2 

^551 GAGGAAATGG GGGCCAGGAT GCTCCTTGAG GtfCCACGACG AGCTGGtfCCT 
2501 CGAGGCCCCA AAAGAGAGGG GGGAGGCCGT GGCCCGGCTG GCCAAGGAGG 
2651 TCATGGAGGC GGTGTATCCC CTGGCCGTGC CCCTGGAGGT GGAGGTGGGS 
2701 ATAGGG<3A9G ACTGGGTCTC OGCCAAGGAG TGA 



SEQ ID No,: $ 



1 MRGSHHHHKfi AA&&DDKMRG MLPLFEPKGE. VXLVDGHHLA 

51 TTSBJGEPVQA V2GFAKS1LK A1KEDGDAVI WFDAKAPSF 

101 GRAPTFEDFP RQtJlLIKCLV .CLLGlARLBV PSYEADDVLft I 

1ST YEVRILTADK DLYQL1SDB.I HVWJFEKWIiX TPAWLWBKYG 

201 AI/TGDESDNL FGVKGIGBKT ARKLLEBW6S LEALLEOTLDH. 

£51 AHMDDLKL3W DIAKVRTDL* LEVDFAKRRE PDRSKDRAfL 

301 BPffiliESFXD NTVTIliDBKT I.WWIAKLEK AEVFAEDOIST 

351 YGLBFAUBPG %»*VIPVAHD YLDAPDQXSR ERALSI*t»KPL 

40l" dsLfiODRSlL M^ISI^I OT™LZflYI LNSVAGBSDM 

451 KTITFEBIAO lAUSBAQMTA. ASDASV214IL 

501 SKGPLNVFEM IBMPLVPVLS RIERW3VRI.D VAYLRAlrSlE 

551 EWRLAGHPE 1 ' NIJffSRDQLER VXFDESjGLFA IGKTEKTGKR 

601 REAHP1VEKI ^RELTKLK 3TYIDP1PDL IHPRlOR^HT 

651 RLSSSDPNLQ NIPVRTPLG^ RIRF&FX&EB GHIiVfiLDTCS 

7 01 SGDENLIRVF QBGRDIHTET ASHMFGVPRE AVDP1MRHAA 

751 M5AHRL50E1, AIE^EEACAF IERYFQ3PPK VRAWIEKTLE 

B01 1FGRRRYVPD LEARVEtaVRS AREKKRFNMP VQGTAADUflK 

851 EEMGARMLL5 VHDELVLEAP" KERAEAVAKL AKfiVWEGVYB 

901 IGEDWIaSAKE 



BNSDOCID: <DE 18810879A1TI_> 



902 007/472 



ZEICHNUNGEM SEITE b 



Nummcr: 
Int. CI* 

OffenlBgungatRg; 



C12N 9^12 

1£. September 1999 



Abbild«iiig3/1 

SEQIDNo,:3 

DRA-sequenz : 

1 ATGAGGGGCT CGCATCACCA T C AC CAT C AC GCTGCTGAGG ATGAGGATAA 

51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC T ATT T GAG CC CAAGGGCCGG GTCCTCCTGG . 

- 1D1 TCGACGGCCA CGACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GAAGGGOCTC 

151 ACCACCAGCC GGGGGGAGCC GGTGCRGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 

2 01 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGACGGGGA OGCGGTGATC OTGGTCTTT?G 

2-51 ACGCCAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 

301 GGOCGGGCCC CCAGGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 

351 GGAGCTGOTG OACCTCCTGG GGCTGGCGCG CCTOGAGGTC CCGSGCTACG 

$D\ AOGCG&ACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 

^3 51 TACGAGGTCC GCATCCTCAC CGCCGACAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 

501 CGACOGCA^TC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT 

5 51 GGCTTTOGGA AAAGTACGGC CTG AGGCCCG ACCAGTGGGC CG AC T AC G G G 

601 GCCCTGACOG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTCA AGGGCATCGG 

651 GGAGAAGACG GCGAGGAAGC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 

701 TGGTCAACAA CCTGGACCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCCTG 

751 GCCCACATGS ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCGA AGGTGCCfCAC 

801 CGACCTGCCC C TGGAG GTGG ACTTCGCCAA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG . 

BSl AGAGGCTTAG CGCCTTTCTG- • G AG fljGGCT T G AGTTTGGCAG CCTCCTCCAC 

901 GAGTTCGGCC TTCTGGAAAlG CCCCCCCGTT GCATACAGAA MTflAAAflA 

951 CCTGGTlSGAA TTTGAAfcAAC TGATASAGAA ACTGAGftGAA TCCGCTTC8T 

1DD1 TCSCCATAiSA TCTTGAGACG TCTTCCCTCG ATCCTTOCGA CTGCGSACAM 

1D51 GTCGGTATCT CTGTGXCTTT CAAAGGAAAG GAAGCGTACT ACkTACCAC* 

1101 CCATCATAJOA AACQCCCA0A ACCT30AT0A AAAAOAAGTtf CTGWAJWWC 

1151 TAAAAGAAAT CCTGGAJQQAG CCCGGAGCAA AGATGGmJG* TCAGAATTTG 

1201 AAATTCGATT ACAAQGTGTT QATGOTAAAJfl OOTGTTOAAC CTGTCCCTCC 

1251 TCACTTCQAC ACGATGATAO C03CTTACCT TCTTGAOCCO AACOAAAAOA 

1301 AGTTCAATCT GGACGATCTC SCATTQAAAT TTCTMGATA CAAAATOAGC 

1351 TCTTACCAflfl AACTCATGTC CTTCTCTTCT CCCCTOTTTO GTTTCAGTTT 

1401 TaCCOATOTT CCTGTtAGAAA AAGCAGCGAA GTATTCCT3T OAAOATOCCG 

1451 AGATGAGGrCA CAGAGTCTAC AAGATCCTGA GCtTAAAACT CCACGAGGAG 

1501 AGGCTCCTTT GGCTTTACCG GGAGGTGGAG AGGCCCCTTT CCGCTGTCCT 

155 1 (XXlCCTtflPaG GAGGCCAOGG GGGTGCGCC1 GG ACGTGGGC TATCTCAGGG 

1601 CCTTGTCCCT GGAGGTGGCC GAG GAG AT C G CCCGCCTCGA GGCCGAGCTC . 

1651 TTCCGCCTGG CCGGCCACCC CfTCAACCTC AACTCCCGGG ACCAGCTGGA 

1701 AAGGGTCCTC TTTGACGAGC TAGGGCTTCC CGCCATCGGC AAGACOSAGA 

17S1 AGACCGGCAA GCGCTCCACC AGCGCOSCCG TCCTGGftGGC CCTCCGCGAG 

1901 GCCCACCCCA TCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGGGftGC TCACCAAGCT 
1S51' GAAGAGCACC TACATTGACC CCTTGCCGGA CCTGATCCP.C CCCACGACGG 

1&01 GCCGCCTCCA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCA^GCTA 

1951 AOTAGCTCOG ATCCCAAGCT CCAGAAGATC GCCGTCCGCA CCCOGCTTGG 

2flO0: .GCAGAGSATC OGCCOGGCCT? TCAl!CGCCGA G<?AGGGGTGG CTATTGGTGG 

2051 OCCTGGAGTA TAGCCAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTCCGGC 

2101 GACGAGAACC TGATCCGGGT GTTCCAGGAG GGGCGGGAGA TCCAGAGGGA 

2151 GACCGCCAGC TGGATGTTCG GOGTCCCCCG GGAGGCCGTG GACCCCCTGA 

2201 TGCGCCGGGC GGCCAAGACC ' ATCAA3CTTCG GGGTCCTCTA OGGGATGTCG 

2251 <5CCCACCGCC" TCTCCCAGGA GCTAGCCATC CCTTACGAGG AGGCCCAGGC 

2301 CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGAGCTTCCC CAAGGT«OGS GCCTGGATTG 

2351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGG AGGAGGCGGG GGTACGTGGA GACCCJ^TTC 

2 401 GGCCGCCGCC GCTACGTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG 

2 4 51 GGAGGCGGCC GAGCGCATGG- CCTTCAACAT GCCCGTCGAG GGCACCGCGG 

2501 CCGACCTCAT GAAGCtGGCT ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGAGGAA 



902 037/172 



BNSDOCID: <DE_19810879A1TI_> 



ZEICHNUNGEM SEITE B 




□E 190 1 □ B70 A 1 
C1ZN W1Z 

16. September 1999 



AbblWuog3/2 

SEQIDNb.:3 

2551 ATGGGOTCCA GGATGCTCCT TCAGGTCCau: . GACGRGCJTeS TCCTCGAGGC ' 
2601 CCCAAAAGAG AGGGCGGAGG CCGTGGCCCG' GCTGGCCAftG GfiGGTGkTGS 
2651 AGGGGGTGTA TCCCCrGGOC CTGC.CCCTGG AGGTGGAGGT SGGGATAGGG 
2701 GAGGACTGGC TCTCCGCCAA EGACTGA 



SEQIDNo.:9 

1 MRGSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFEPKGR VLLVDGHHLA YRTFHALKGL 

51 TTSRCEFVCA VYG FAKSLLK ALKEDGDAVI W£1>AKAFSF RHEAYGGYKA 

101 GRAPTPEDFP RQLALIKECV DLLGLAKLE7 PGYEADDVLA 3IAKKABKEG 

151 YEVRILTADK DLYQLL3DRZ HVLKPEGYXI T P A*WL WEKYG LRPEQttADY R 

301 • Al/TGDESDHL PGVKG IGEKT AHKLLEEWGS LEAXXKHLDR LKPAIREKIL 

251 AEMDDLKLSW BLAKVR-TDLP LEVDFAKRftE PORERXRAFL ERLEFGSLLH 

301 E FGHiESPffV SYRIVKDIaVE FEKLIE«LR£ BPaFAIDUlT SSSSU)PFDCM 

351 VOIflW3FKBK EATYI^l^HR WkQtSLWlKEV iKKLSE EGAKJVGQttli 

401 KTOYKVTMVK «3VEFVP¥BFD TMIAAYIXE? NEKKFN1WDI- ALKFLGYKMT 

451 3YQELMSF33 PLFQFSFMV FVEKAA1TYSC IDADITYHLY KILflUCLiBEE 

501 R1LWI,7REVE RPLSAVXAKM EATGVKLDVA YX.RAIiSl.feVA EEIARLEAEV 

551 FRLAGHEFitfL N5RDQXERV1 FDEIjSXPAIG KTBECCGKRST SAAVLEAXRE 

601 AHPIVEKIXQ YREXTKXKST YIDPLPDLIH ERTGRUfTRF NQTATATGRL 

551 SSSDPNLQHI FVEtlFLGQRI RftAFI AEEGW LLVALD Y S<£I ELRVLAHISG 

701 EENLIRVFQE GRDIHTETAS WMFGVPREAV DPHMRRAAKT INFGVLYGMS 

751 AHRLSQEI/AI PYEEAQAFIE RYFQSFPKVR AWIEKTLEBG RRRGYVETLF 

$01 GRRRYVPDXE ARVKSVREAA E RKAFftMPV Q GTAADLMKLA' KVKI*FP&I'ES 

S51 MGAfctiLigVEi DEliVLEAPKE RAEAVARLAK EVMBGVYFLA VPLEVEVGIG 

901 EDWLSAKE 



BNSDOCID: <DE_19810879A1TI„> 



902 037/472 



ZEICHNUNGEN 5EITE 1 



Nummnr: 
Int. CI* 

Oftenlegungatftg; 



□E isainB?9Ai 
C1ZN 9/12 

IB, Sept ember 1999 



Abbildung 4/1 

SEQlDNc: 4 

DKA-S'eqyenz: 

1 ATGAGGGGCT CGCATC&CCA TCACCP.T'CAC GCTGCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC RTGCTAGCGC TitTTTGAGCC CAAGGGCCGG CTCCTCCTGG 
1D1 TCGAGGGCCR CCACCTGGCC TACCGCACCT TGGACGCCCt G&AGGGCCTC 
l&l ACCACCAGCC GGGGGGAGGC GGTGCAGGCG GTCTACGGCT TCGCCAAGAG 
201 CCTCCrCBAG GCCCT^AAGG AGGACGGGGA CGCGGSGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCCAAGGC CCCCTCCWC CGCCACGAGG CCTACGGGGG CTACAAGGCG 
301 GGCCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
3S1 GGAGCTGGTG GAGCTCCTGG GGCTGGCGCG. CCTCGAGGTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCR AGAAGGCOGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGOTCC GCATCOTCAC CGCCGAGA&A GACC^TTACC AGCTCCTTTC 
5 01 CGACCGCATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC AGCCCGGCCT 
551 GGCTTTGGGR AAACTACGGC CTGAGGGCGS- ACCAGTGGGC CGACTACCOG 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTG CGACAACCTT CCCGGGGTCR AGGGCATCGG 
651 GGAGAAGACG SOTAGGAAGC ISCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGAGCGG CTGAAGCCCG CCATCCGGGA GAAGATCGTG 
751 GCCCAGRTGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCGA A-SGTGCGCAC 
S01 CGACCTGCCC CTGGAGGTGG ACTTCGCCAA RAGGCGGGAG CCCGAGGGGG 
051 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGGTTG AGTTITGGGAG CCrCCTOCAG 
901 GSJCTTOGGCG TTCTGGAAAG CCCCCCOGTT 00ATAGAOAA TAGTOAAAOA * 
351 CCTGGTflOAA TTTQAAAAAC ; TGAT AO AGAA AGTOAGAGAA SCCCCTTCQT 
1001 TOGOCATAGA TCTTGAflAOG TCTTOCCflCG ATCCTTTCQR CTCCGACATT 
1051 QTCGGTATCT CTST3TCTTT CAAACCAAAG GftAGCOTACT AGATACCACT 
1101 CCAf CATAGA AACdCCGASA AGCTOGATGA AAAAOAASXT CTGAAAAAflC 
1151 TAAAAGAAAT CCTaOAflOAG COCOGAGCAA AGATCGTTSG TCAGAATTTO 
120l" AAATTOGATt AjCAASGTGTT GATOOTAAAG GCTGTTOAAC CTGTCCCTCC 
1231 TGACTTCGAC AGGATCAEAG CGOCrrACCT AACGAAAAGA 
1301 AGTTCAATCT GGACCATCTC GCATTOAAAT TTCTTGGATA G AAAA TG ACC . 
135 1 * TCTTACCAGG AACrCATGTC CWCTCTXCT CCGCTCTTTO OTTTCAGTTT 
1401 TCCCGAO^GTO CCTOTAOAAA AAOCAGCGAA CmTTCCTOr GAACATOCAQ 
1451 ACATCACCTA CAOACTCTAC AAGATCCIGA GCTTAAAACT CCACSAflGCA 
1501 GATCTOGAGA AGGTGTTCTA CAAGATAGAA ATCCCTCTTG TGAGCGTGCT 
1551 TGGACGOATG GAACTOAAGG GTGTGCGCCT GGACGTGGCC TATCTCAGGG 
1601 CCTTGTOCCT GGAGGTGGCC GAGGAGATCG OCCGCCTCGA GGCCGAGGTC 
1651 rrCCGCCTGG CCGGCCACCC CTTGAACCTC AACTCCCGGG AGCAGCTGGA 
17 AAGGGT C C T C TTTGAGGAGG TAGGGCT?TCC CGCCATCGGC AAGAGGGAGR 
1751 AGACCGGCAA GCGGTCTAGC AGCGCCGCCG TCCTGGAGQP CCTCCGGGAG- 
1601 GCCCACCCCATCGTGGAGAA GATCCTGCAG TACCGSGA^C XC^CCAA<3CT 
1S51 <*AAGAGCACC TACATTGACC CGTTGCCGGR CCTCATCGAC CCCAGGAOGG 
19pl SCCGCCTCGA CACCCGCTTC AACCAGACGG CCACGGCCAC GGGCAGGCTA 
1^51 AGTAGCTCCG ATCCGAACCT CCAGAACATC CCCGTCCGCA CCCCGCTTGG 
200l' GCAGAGGATC CGCCGGGCCT TCATOGGCaA GGAGGGGTGG CTATtGGTGG 
2051 CCC5GGACTA TAGGGAGATA GAGCTCAGGG TGCTGGCCCA CCTCTGCGGC 
2101 GACGAGAACG TGATCCGGGT GTTCCAGGAG GGGCGGGAGA TCCACACGGA 
2151 GAOOGCGAGC TOGATGTTGG GGGTCCCCCG GGAGGCGGTG GACCCCOTGA 
2201 TGCGCCGGGC GGCOfAGACC ATGAACTTCG GG<STCCTCTA CGGGAPGTCG 
GCCCACCGOC TCTCCCAGGA GCTAGGCATC CCTTAGGAGG AGGCqCAGGC 
2301 CTTCATTGAG CGCTACTTTC AGA6CTTCCC CAAGGTGCGG GCCTGGATCG 
2 351 AGAAGACCCT GGAGGAGGGC AGGAG5C^GG GGTACGTGGA GACCCTCTTC 
2401 GGCCGCCGCC GGTACOTGCC AGACCTAGAG GCCCGGGTGA AGAGCGTGCG 
"2451 GGA6GCGGCC GAGCGCRTGG CCTTCAACAT GCCCGTCCAS GGCACCGCCG 
25 Dl CCGACCTCM GAAGCTGGCT ATGGTGAAGC TCTTCCCCAG GCTGGftGGAA 



BCC 037/472 



BNSDOCID: <DE_19810879A1Tl_> 



ZEICHNUNGEM 5EITE R 




irr: 



□E 19B 10*79 Al 
C1ZN *1X 

16. September 1999 



OffenlegungatEtg; 



Abfaildung 4/3 

SEQH>No.:4 

2551 ATGGGGGGCA GGATGCTCCT TCAGGTCCAC GftGGAGCTGG TOCTC^OOC 
2601 CCCAAAASAG AGGGCGGAGG CCGTGGOCCG GCTGGCCAAG 
5 65 1 AGGGGGTGTA TCCCCTGGCC GTGCCCCTGG AGGTGGAGGT GGGGATAGGG 
21 Ql GAGGACTGGC TCTCCGCCAA GGAGTGA 



SEQIDHO; 10 

1 MRSSHHHHHH AADDDDKMRG MLPL PEPKGR, VLLVDGHHLA ^RTFHALKGt, 

51 TTSRGEFVQA VYGFAKSLLK ALKECGDAVX VVFDftKAFSF RHEATfGGYKA 

101 GRAFTFEDFP RQIALIKELV DLLiGLiARIjEV , 'PGYEADDVliA SliAKKAEKEG 

151 VEVRXLTADK DLYOLLSDRI- KVLHFEGYLI T PAWVEECSf G LRPDQff AEYR 

£01 :ALTGDESDKL FGVKGXGEKT ' ARKLtiEENGS IS&lliKNLDR LKFAIREKIL 

251 JVHMDDtiKLSW DLAKVRTDIiF LEVDFAKRRE FDRERLEAFL ERLEFGSLLH 

SOI EFGLLBSPPV GYRXVKDUVE FEKLIEKLRE, flFflFAXDX*T SSLDPffECDI 
351 * VGISVSFKFK EAYYIPLHHR N AQttLDEKEV =LKKLKE ILED PGAKIVGQML 

qui KPD YKVLMVK GVE PVFFH ED "SMIAAYLLEF NS KEFSttDDL ALKFLG YKMT 

* 5 1 S Y QEIiMSFSS P1FGFS FAD V P VEKAANY E DADITY&L* ( K1LSLKLHE A 
SOI" DI»£HVFEKIE MKVSVUVEM EUffOVRtPVA ^LBALSLEVA EEIAKLEAEV 

551 FRTiAJGHP nSL N 3 RDQliERVIi FDEliGLFAIG KTBECTGKRST SAAVIjEAIRE 

601 AHPIVEKiriQ YRETLTKLKST YIDPLPDLIH FRTGRLRTB.F HQTATATGR1 

65 1 SSSDPSLQHI PVBTPLGCJRX RRAFlAEEGW XXjVALDY&QE ELRVIi Atili SG 

7 01 DEHLIRVFQE G&DIHTETAS ttM£T3VFREAV DPXMRRAAKT Iti tfGVli YGKtS 

151 AHRLSQELAI PYEBAjQAriE RYFQSFFKVR AW I EKTLEEG RRRGYVETLF 

S01 GRRRYVPDLE ARVKSVREAA ERMAFHMPVQ GTAADU4KL& MVTCL FpKLEE 

&51 MGARMLLQVH DELVLEAPKfS KftEAVARLAK BVMEGVTPLA VPiEVEVGIG- 

201 EDWLS-AKE , 
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SEQTDNo.: 5 

DMA-Sequena: 

1 ATGAGGGGGT CGCATGAGCA TCACCATGAC GC2GCTGACG ATGACGATAA 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TfcTTTGAGCC C AAGGGCCGG GTCCTGCTGG 
101 TCGACGGCCA CGAGCTGGCC TACCGGAGCT TCCACGCCCT GAAGGGCCTC 
151 ACCACCAGGG GGGGGG&GCC GGTGCAGGCG OTCTACGGCT TCCCCAAGAG 
, 201 CCTCCTCAAG GCCCTCftAGG AGGACGGGGA CGCGGITGATC GTGGTCTTTG - 
251 ACGCGAAGGC CCCCTCCTTC CGCCACGAGG CCTACG6GGG GTAGAAGGCG 
301 GGCOGGGCCC CCACGCCGGA GGAGTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA 
351 G6AGCTGGTG GACCTCCTGG GGCTGGGGCG CCTCGAGOTC CCGGGCTACG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGfQCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
451 TACGAGGTCC GCATCCTCAG QGCOGAGAAA GACCTTTACC AGCTCCTTTC 
501 CGACCGGATC CACGTCCTCC ACCCCGAGGG GTACCTCATC ACCCCGGCCT* 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCOCG ACCAGIGGGC CGACTACOTC 
601 GCCCTGACCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTGA AGGGCATCGG 
551 GGAGAAGACG GCGAGGAAOC TTCTGGAGGA GTGGGGGAGC CTGGAAGCCC 
701 TCCTCSuAGAA CCTGGACCGG CTGAAGGCCG GCATCCGGGA GAAGATCCTG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC , 
. 801 CGACCTGGGC CTGGAGGTGG ACTTCGGCAA AAGGOGGGAG CCCGACCGGG 
851 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AETTTGPSGAG OCTCCTCCAC 
9G1 GAGO'TCGSCC TTCTGGAAAG CCCCCMPCCA GCAGTTaTGQ AGATCTTCCA 
95 1 A7ACGATATT CCATTTGCAA AGAGATACCT CATCOAGAAA GCCTAATAC 
1001 CAAMGASSfl GGAAOAAGAS CTAAAGATtfC TTGCCTTCSA TATAQAAACC 
1U51 CTCTATCACfl AAflOAJOAAGA GTTTGGAAAA GCCCCAATTA TAATOA^AS 
1101 TTATSCAOAT QftAAATOAAO CAAAGGTfiAT TACTTflOAAA AACATACATC 
1151 TTCCATACaT TOAQOTTOTA TCAAjSCGAGA GAGAflATOAT AAAGAGATTT 
1201 CTCAQOATTA TCAGCKJAGAA GGATCCTGAC ATTATOJOMA CTTATAATflfl 
1251* AGRCTCATTC OACTTCCCAT ATTTOGCGAA AAfflWCAOAA AAACTTGGGA 
1301 ITAAATTAAlC CATTGOAAOA GATOOAAGCG AGCOCAAOAT GCAOAGAA^A 
1351 CSGCGA'mTOA CQflCMTAOA AtfTCAAGGGA AGAATACATT TCOAC1TCTA 
1401 TCATOTOSATA ACAASGACAA TAAATCTCCC AACATACACA CTAQMOCTO 
1451 TATOTGAACC AAMTTTGOA AAOCCAAAOT AGAAGGTATA C3CCGAGflA<3 
15 01 ATASCAAAAG CCTGGGAAAG TOflASAOAAC CCTOAGAGAG MGCCAAATA* 
1551 CXOOATGGAA GATGGAAAGG CAACTTATGA ACTCGGGAAA GAATTCCXTC 
1601 CAATGGAAAT TCAGCTTTCA GAGAGGCTCC TTTGGCTTTA CCGGGAQGTG 
1651 GAGAGGCCCC TTTCCGCTGT CCTGGCCGAC ATGGAGGCCA CGGG<SGTGCG 
1701 CCTGGAGGTG GCCTATCTCft GGGCCTTGTC CCTG<SAGGTG GCGGAGGAGA 
1751 TCGCCCGCCT CGAGGCCGAG GTCTTCCGCC TGGGCGGCCA CCCCTTCAAC 
1301 CTGAACTCCC . GGGAGGAGCT GGAAAGGGUC CrCTTTGACG AGCTAGGGCT 
1S51 TCCCGCCATC GGCHAGACGG AGAAGAGCGG CAAGCGCTCC ACCAGCGCCG 
1S01 CCGTCCTGGA GGCCCTCCGC GAGGCCCACC CCATCGTGGA GARG^TCCTG 
1351 CAGTACCG60 AOCTCACCAA GGTGAAGAGC ACCTACATTG ACCCCTTGCt 
2001' GGACCTGATC CACCCCAGCqA C«5GOOGCCT GCACACCCGC TTCAACGAGA 
2051 CG6CCAOGGC CACGGGCAGG CTAAGTAGCT CCGATCCGAA CCTCCAGAAC 
2101 ATCCCCGTCC GCACCCCGCT TGGC5CAGAOG ATCCGCCGGG CCTTCATCGC 
2151 GGAGGAGGGG TGGCTATTGG TGGCCCTGGA CTATAGCGAG ATAGAGCTCA 
2201 OGGTGCTGGC CCACCTCTCC GGCGACGWSA ACGTGATCCG GOTCTTCCAG 
2251 GAGGGGCGGG AGATCCAGAC GGAGAGCGCC AGCTGGATGT TCGGCGTCCC 
2301 . CCGGGRGGCC GTGGACOCCC TGATGCGCCG GGCR5CCAAG AOGATCAACT 
2351 TCGGGGTCCT OTAC<3<5CATG TCGGCCGACC GCCTCTCCCA SGAGCTAGCC 
2401 ATCCCTTACG AGGAGGCCCA GGCCOTCATT GAGCGCTACT TTCAGAGCTT 
2451 CCCCAAGGTG GGGGCCTGGA TTGAGAAGAC CCTGGAGGAG GGCAGGAGGC 
2501 GGGGGTACGT GGAOACCCTC TTCGGGGGCC GCCGCTAC^GT GGGAGACCTA 
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Abbilduag 5/2 

SEQlDNo.: '5 . 

2551 GanSGCCCGGG TGAAGAGCGT GCGGGAGGCG GCCGAGCGCA TQGCCTTCRA 
2601 CATGCCCGTC CAGGGCACCG CCGCCGACCT CATGPAGCTG GCTATGCTGA 
2651 AGCICTTCOC CAGGCTGGAG GAAATGGGGG. CCAGGATGCt CCTTC&GGTC 
2701 CACGACGAGC TNiSTGCTCGA GGCCCCAAAA GAGAGGGCGG AGGCCGTGGC 
2 7 Si CCGGCTGGCC TGGAGGGGGT GTATCCCCTG GCCGTGCCCC 

2 SOI TGG/AGGTGGA GGOIGGGGATA GGGGAGGACT GGCTCTCCGC C&AGGAGTGA 



SEQ ID 14b.: 11 



Amino 3auresequeriz: „ M «.„^ T «-r 

1 MRSSHHHHHH AADDDDKMRG MLPLFBPHSR VLLVDGHHI* YRTFEJALruSL 

Si TT3RGBPVQA V^GFAKSLLK ALKEDGDRVI WFDAKAFSF RHBAYGGYKA 

151 G&AFTPEDFP RQliALIKELV DLLGLARliEV PGYEADDVLA SIAKKAEKEG 

15 1 YBYRILTADK DLYQLLSDRI HVLHPEGYIiI TPAWLWEK*G &RPDQWADVR 

2 01 ALTGDESDHL PGVKGIGBKT ARKLLEEWGS 'LEAILKHLDR LKPALREKII 

251 AHMDDLKLSW DLAKVRTDLP LEVDE*AKRRE PDREPifcAFL ERLEFGSLIH 

301 EFGLLESPHP AWDJFETDI WW AKRYX.IDK «LI PKEGEEE LKXLASOXBT 
331 . LYBBOBinR aPIZHZSTAD ENEMWITWK NIDO-SWEW SSEREMIKHF 

4D1 XJUCIREKDPO HVTYHGDSF DPPYIAKRAK KC.8IKI.riOa DG3EW3«!3X 

4 51 GOWUWEVKG RIHEtlW»VX WTIMLPWT IKAWBAlira KPKEKVTfAOB 

5 01 IXKMHESGEH LEKVAKYSME DAKAIYELGK EFXPMRrgLS EKLLflltfREV 
5 51 ERPtSAVLAH MEATGVRLDV AYLRALSLEV AEEIARIiSAB VFRIAGHPFK 
601 LNSRDQLERV LFDEl^LPAI GKTBKTGKRS. TSSAVLEALR BAHPIVfiKIL 
S51 QYRELTKLSS TYIDPLPGLI HPRTGRLHTR FNQTATATGR LSSSDPNLQH 
701 IPVRT&LSQR IRRAFIAEEG- WLLVALmrSQ- IELRVLAHIiS GDEHLI'RVPQ 
751 EGRDIHTETA SWMFGVPREA VDPEMfcRAAK TISPGVLYGM SAHRIiSQEIiA 
801 IPYEEAQAFI ERYFQSFFKV RAWIEKTLEE GKftftGYVETL FGRRRYVFEL 
851 EARVKSVRER AERMAFJIMPV QGTAADLMKL AMVKL E PRiE EMGARMLLQV 
9Q1 HDBLVLEAPK ERAEAVARLA KEVMEGVYPL AVPILEVEVGX GEDWLSAKE* 
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Abblldung 6/1 

SBQIDNo.:6 

DRA— Seqjtaanz i ■ , 

1 ATQAGG^Cr CGCATCACCA TCAGCA2JCAG GCTGCTGACG ATGACGATAA* 
51 AATGAGGGGC ATGCTACCGC TATTTGAGCC CAAGGGCCGG GPCCPCCTGG 
101 TCGACGGGGA CCACCTGGCC TACCGCACCT TCCACGCCCT GftAGGGOCTC 
151 AGCACCAGCC GGGGGGAGGC GGTGCAGGCG GTCTACGGCr TCGCCAAGAG 
201 CCTCCTCAAG GCCCTCAAGG AGGAGGGGGA CGCGGTGATC GTGGTCTTTG 
251 ACGCGAAGGC OOOCTCCTTG CGCCACGAGG CCTACGGGGG GTACAAGGCG 
301 GGOCGGGCCC CCACGCCGGA GGACTTTCCC CGGCAACTCG CCCTCATCAA. 
351 GGAGCTGOTG GACCrCCTGG GGCTGGCGCG CCTCGAGGTC CCGGGCTAGG 
401 AGGCGGACGA CGTCCTGGCC AGCCTGGCCA AGAAGGCGGA AAAGGAGGGC 
4&1 TACGAGGTCC GCATCCTCAC OOCCG2W2iAA GAOCTTTACC AGCTCCTTTC . 
501 OSACCGCATC GACGTCSTCC AGCGCGAGGG GTACCTCATC ACCCQGGGCT 
551 GGCTTTGGGA AAAGTACGGC CTGAGGCCOG ACCAGTGGGC CGftCTACCGG 
GG1 OCCCrGAGCG GGGACGAGTC CGACAACCTT CCCGGGGTGA AGGGGAS'CGG 
651 GGAGAAGACG GCGAGGAA&C TTCTGGAEGA G3?GGGGGAGC CTGGAAfiCCC 
701 TCCTCAAGAA CCTGGACCGG CTGARJGCCCG CGATCCGGGA GAAGATCC7IG 
751 GCCCACATGG ACGATCTGAA GCTCTCCTGG GACCTGGCCA AGGTGCGCAC . . 
B<J1 CGACCTGCCC CTGGAG6TGG ACTTCGCCfiA AAGGCGGGAG CCCGACCGGG- 
951 AGAGGCTTAG GGCCTTTCTG GAGAGGCTTG AGTTTGGCAG CCTCCTCGAG 
901 GAOTTCGGCC . TTCTGGAAAG CCCCGOTAGA GAACATCCAG CAOTTOTGGA 
951 CATCTTCGAA TACGATATTC CATTTCCAAA GAGATACCTC ATCGACAAA* 
1001 QCCTAATACC AATGGAGGGG GAAGAAGAGC TAAAGATTCT TGCCTTCflAT 
ID 51 ATAOAAACOC TCTATCACOA AMAGAAQAO TTTGSAAAAG GCCCAATTAT 
1101 AATGATTAGT TATGCAGATG AAAAtfGAAGC AAAGaTOATT ACTTGGAJU* 
11S1 AjCATAOATCT TCGATAGOTT SAM T TG TAT GAAGCGAGAfl AOAOATOATA 
12 01 AAGAGA^CTC TCAJGGAMAT CAOGOAflAAfl OATCCTQIACA OTATAGTTAC 
125 1 ' TTATAAOJGGA GACTCATTCG ACTTCCCATA TTTAGCGAAA AGGGCAGAAA 
1301 AACTTGQGAT ' TAAATTAACC ATTGGAAGAfi ATCGAAGCOA GCCGAAGATG 
1351 CAGAGAATAG GCGATATGAC G6«GTAGAA GTCAAMOAA OAATAGAOTT ' 
1401 OGACCTGTAT CATGTAATAA CAAGGAGAAT AAATCTCCCA ACSAT&CACAC >; 
1451 'EAGAGGCTGT ATATGAAGCA AOTTTMGAA AOCCAAAGGA GAAfiSTATAC 
1501 SCCGACGA^A tPAGCAAAAGC CTGOGAAAGT GOAOAGAACC TTGAGAJSAGT 
1551 TGCCAAATAC TCGATGGAAS ATOGAAAGQG AACTTATGAA CCCCGGSAAAfl 
1601 AAMCCTTCC AATGGAAATT CAflCTTTCftA QATTAOTTGG ACAACCTTTA 
1651 " TQaO^XSTTT CAAGGTCAAG CACAG&GAAC CTTGTAGAGT GOTTCTTACT 
i7Gl TAOGAAAGCC TAGGAAAOAA ACGAAGTAGC HCJCAAACAAS ' CCAAQTQAAG 
1751 AG^eTATCA AAflAAflQICTC AflOGAfltAGCT AGAGAGGTGG AVPCGTGCGC 
lflfll CTGGACGTGG* CCTATCTCAG GGCCTOGrCC CTGGAGGTGG CCGAGGAGAT 
IB 51 CGGCCGCCTC GAGGCCGAGG TCTTCCGCCT GGCCGGCGAG GGCTTCAACC 
1901 TCAACTCCCG GGACCAGCTG GAAAGGGTCC TCTTTGACGA GCTAGGGCTT 
1951 CCOGCCATCG GCAAGACGGA GAAGACCGGC AAGCGCTCCA CCAGCGCCGC 
2001 CGTCCTGGAG GCCCTCCGCG AGGCCCACCC CATOOTGGAG AAGATCCTGC 
2051 AGTAGCGGGA GCTCAGCAAG CTGAAGAGCA CCTACAlTGA CCCCTTGCCG 
2101 GACCrCAICC AGCCCAGGAC GGGCCGCGTC CACAGCCGCV TCAACCAGAC 
2151 GGCCACOGCC ACG<5©CAGJGC TAAGTAGCTC .CGATCCGAAC CTCCAGAACA 
2201 rCCCCGTCCG CACCCCGCTT GGGCAGAOQA TCCGCCGGGC CTTCATCGC^C 
2251 GAGGAQGGGT GGCTATTGGTV GGCCCTGGAC TATAGCCAGA TAG AG CT GAG 
2301. .GGTGCTGGCC CACCTCTCCG GCGACGAGAA CCTGATCCGG GTCTTCCAGG ' 
2351 AGGGGCGGGA CATCCACACG GAGACCGCCA GCTGGATOTT CGGCGTCCCC 
■ CGGGAGGCCG TGGAGCCCCT GATGCGCCGG GCGGCCAAGA CCATCAACTT 

2451 CGGGGTCGTC TACGGCATGT CGGCCCACCG CCTWCOCAG GAGCTAGCCA 
25 01 TCCCTTACGA GGAGGCCCAG GCGTTCATTG AGCGCTACTT TCA&AGGTTC 
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SEQlDNo.r6 

2551 CCCAAGGTGC GGGCCTGGAT, TGAGAAGACC CTGGAGGAGG GCAGGAGGOG 
2501 GGGGTACGTG GRGRCCCTC5' TCGGCCGCCG CCGCTACGTG ' CCAG&CCTAC 
2S51 AGGCCCGGGT GAAGAGCGTG CGGGAGGCGG CCGAGCGCA^T GGCCTTCAAC 
2701 ATGCCCGtfCC AGGGCAGCGC CGCCGACCTC ATGRAGCTGG CTATGGTGAA 
2751 fiCTCTTCCCC AGGCTGGAGG AAA5GGGGGC CAGGATGCTC CTTCAGGTCC 
2801 ACGACGAGCT GGTCCTCGAG GCCCCRAAAG AGRGGGCG<3A GGCCGTGGCC 
2851 CGGCTGGCCA AGGAGGT CAT GGAGGGGGTG TATCCCCTSG CCGTGCCCCT 
2 SOI GGAGGTOGAG GtGGGGATAG GGGAGGACTG GCTCTCCGCC AAGGAGTGA 



SEQIDNo.; 12 

Aminos auras equeftz: 

1 MRG&HHHHHH AADDDDKMRG MLPLF&FKGR VLLVDGHHLA YRTFHAXKGL 

. TTSRGEFVQA VyGFAKSLEiK ALKED&DAVI WifDAKAPSS* RHEAYGGYKA 

lOi GRAFTED FF RGIiRIilKELV DLLGLAEOEV PGVEADDVXiA S1AKKAEKEG 

151 ^EVRILTADK DLIQLL5DRI HVLHPRGYXI TPAWDWEEWG LBPPQWAm'R ■ 

201 AIiTGDESDNL - PGVKGIGEKT ARKIiLEElTG3 - LEALLKHLDR 1jKPAZ.E.EK2Ij . 

251 AHMDDLKLSW DIAKVRTDLP SjEVDFAKRRE FDRERLRAFL SRLEFGSLIiH 

301 E FGLLESFVH SBPAWDIJE YDIFFAKRYL XDKGL.XR4&1G KfiEiLKXLftFD 

351 JETLXBEOEE FOKGFIIMIS YADETtJTEXKVT TWKtTIDLPYV EWBSEREMI 

4 01 KRFLRIIREK DFDUVTYWG DfiPnTPYIAK PLMHO-GIKLT XGRDGBEFKM 
451 . QRiaDMTftVB VKGRIHFDLY HVITRTXWLP TYTI^VYEA ITOKFREKVY 

5 01 ' ADEXWttWES GEWLEKVAKlf SfrOuDAKATYE 1£KEFL*HK QUIRLVG^PZ. 
551 WDVSRSeTON IjVEWFLIjRKA YERNEVAFHK FSEEEYQRWj WSSIYTMFVR 
6D1 LDVAYLRAL3 liEVAEEIARl. EAEVFRLAGH PFNXMSRDQL ERVI>FDE3jGI* 
€51 PAlGMfiKTS KRSTSAAVLE AIiREAHPIVB KlLaYRBLTK LKSTYIDPLP 
701 DL-IH PRTSRXi HTRFNffiTATA TGECL393DPN LQNIPVRTFL GQRIRE<AFIA 
751 E EGWXI>VALD YSQIELRVLA HL3GDENLIR VFQESRDXHT ETA5WMFSVP 
B01 REAVDPLMRR AAKTINFGVL YCteSAtfRLSQ ELAIPYEEAQ AFI&RYFQSF 
B51 PKVRAWI&KT LEEGRRRGYV ET^FGRRRYV FDLEARVKSV RE AAERftiAFN 
301 MPVQGTAADL MKLAKVfcLFP RLE.K1SGA&ML LQVHDELViiE AFKERARAVA 
3^1 RXiAKEVMSGV YPLAVPLEVE VGIGEDHLSA KE* 
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Latnbda-DNA Plasnnd pa 

bp in vr i 2 i 2 vi in bp 
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otrocPoL TaqE-d (500 U/>il) obi* Pol TaqEcl (500 V/\x\) 

600 15 30 45 .60 90 180 600 men 600 15 30 45 60 90 180 600 min 





■ 23 mer 



BNSDOCID: <DE_19810879A1TL> 



902 007/472 



ZEICHNUWGEN SEITE 2D 



Offenlegungatftg; 



□Eiaa in 

C1ZN mi 

16. September 1999 



Abfaildune 14 



Mlffl MlflPl M1/P2 

- + - + - +■ 



50- 



23- 




50 



.WW 



• 23 



13 



BNSDOCID: <DE__19810879A1TL> 



902 0OT^472 



1 

if. 



ZEICHPJUPJGEN SEITE 21 




rJummnr: 
Int. Cl.^ 
Offenlegungatftg; 



□E l&aiDB79Al 
C 12 N 9ii2 

1G. SsptembBr 1999 




902 037/472 



BNSOOCID: <DE_19810879A1TI_> 




1"* 

1 



9 

§4 

i € 



902 007/472 



BNSDOC1D <DE_1©810879A1TI_> 



